ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE INTELLECTUELLE 
Bureau international 




PCT 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATTE RE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification Internationale des brevets 6 : 

C12N 15/45, 15/31, C07K 14/135, 14/26, 
14/765, A61K 39/155, 47/48 



Al 



(11) Numero de publication internationale: WO 95/27787 
(43) Date de publication internationale: 19 octobre 1995 (19.10.95) 



(21) Numero de la demande internationale: PCT/FR95/00444 

(22) Date de depot international: 6 avril 1995 (06.04.95) 



(50) Donnees relatives a la priorite*: 

94/04009 6 avril 1994 (06.04.94) 



FR 



(71) Deposant (pour tous les Etats designis sauf US): PIERRE 

FABRE MEDICAMENT [FR/FR]; 45, place Abel-Gance, 
F-92100 Boulogne (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (US seulement): BINZ, Hans [CH/FR]; 
Les Crets, F- 74 160 Beaumont (FR). N'GUYEN, Ngoc, 
Thien [FR/FR]; 7, Les Petits Hutins, Lathoy, F-74160 Saint- 
Julien-en-Genevois (FR). BAUSSANT, Thierry [FR/FR]; 
35, rue Jean-Jaures, F-01200 Bellegarde (FR). TRUDEL, 
Michel [CA/CA]; 88, Val d'Ajol, Lorraine, Quebec J6Z 3Y3 
(CA). 

(74) Mandataire: AHNER, Francis; Cabinet Regimbeau, 26, av- 
enue K16ber, F-75116 Paris (FR). 



(81) Etats designes: AU, CA t JP, NZ, US, brevet europeen (AT, 
BE, CH, DE, DK, ES, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, 
PT, SE). 



Publiee 



Avec rapport de recherche internationale. 

Avant V expiration du dilai pre'vu pour la modification des 

revendications, sera republiie si de telles modifications sont 

recues. 



(54) Title: PEPTIDE FRAGMENT OF THE RESPIRATORY SYNCYTIAL VIRUS G PROTEIN, IMMUNOGENIC AGENT, PHAR- 
MACEUTICAL COMPOSITION CONTAINING SAME, AND PREPARATION METHOD 

(54) Titre: FRAGMENT PEPTIDIQUE DE LA PROTEINE G DU VIRUS RESPIRATOIRE SYNCYTIAL, AGENT IMMUNOGENE, 
COMPOSITION PHARMACEUT1QUE LE CONTENANT ET PROCEDE DE PREPARATION 

(57) Abstract 

A polypeptide useful as an immunogen element and characterised in that it is carried on the peptide sequence between amino acid 
residues 130-230 of the G protein sequence of the human respiratory syncytial virus of sub-groups A and B, or of the bovine respiratory 
syncytial virus, or on a sequence at least 80 % homologous thereto. An immunogenic agent or pharmaceutical composition containing said 
polypeptide, and a method for preparing same, are also disclosed. 

(57) Abrege' 

La pr6sente invention conceme un polypeptide utilisable comme element d'immunogene, caract6ris£ en ce qu'il est porta par la 
sequence peptidique comprise entre les re*sidus decides amines 130 et 230 de la sequence de la proline G du virus respiratoire syncytial 
humain du sous-groupe A et du sous-groupe B, ou du virus respiratoire syncytial bovin, ou par une sequence pnisentant au moins 80 % 
d'homologie avec ladite sequence peptidique. L'invention conceme 6galement un agent immunogene ou une composition pharmaceutique 
contenant le polypeptide et leur proceed de preparation. 



UNIQUEMENT A TITRE D' INFORMATION 



Codes utilises pour identifier les Etats parties au PCT, sur les pages de couverture des brochures publiant 
des demandes internationales en vertu du PCT. 



AT 


Autriche 


GB 


Royaume-Uni 


MR 


Mauri tanie 


AU 


Australie 


GE 


G^orgie 


MW 


Malawi 


BB 


Barbade 


GN 


Guinee 


NE 


Niger 


BE 


Belgique 


GR 


Grece 


NL 


Pays-Bas 


BF 


Burkina Faso 


HU 


Hongrie 


NO 


Norvege 


BG 


Bulgarie 


IE 


Irlande 


NZ 


Nouvelle-Zelande 


BJ 


Benin 


IT 


Italie 


PL 


Pologne 


BR 


Brtsil 


JP 


Japon 


FT 


Portugal 


BY 


B61arus 


KE 


Kenya 


RO 


Roumanie 


CA 


Canada 


KG 


Kirghizistan 


RU 


Federation de Russie 


CF 


Republique centrafricaine 


KP 


Republique populaire d6mocraiique 


SD 


Soudan 


CG 


Congo 




de Coree 


SE 


Suede 


CH 


Suisse 


KR 


Republique de Coree 


SI 


Sloveme 


CI 


Cdte d' I voire 


KZ 


Kazakhstan 


SK 


Slovaquie 


CM 


Cameroun 


LI 


Liechtenstein 


SN 


Senegal 


CN 


Chine 


LK 


Sri Lanka 


TD 


Tchad 


CS 


Tchecoslovaquie 


LU . 


Luxembourg 


TG 


Togo 


CZ 


Republique tcheque 


LV 


Lettonie 


TJ 


Tadjikistan 


DE 


Allemagne 


MC 


Monaco 


TT 


Trinit6-et-Tobago 


DK 


Danemark 


MD 


Republique de Moldova 


UA 


Ukraine 


ES 


Espagne 


MG 


Madagascar 


US 


Etats-Unis d'Am6rique 


FI 


Finlande 


ML 


Mali 


UZ 


Ouzbekistan 


FR 


France 


MN 


Mongolie 


VN 


Viet Nam 


GA 


Gabon 











WO 95/27787 



PCT/FR95/00444 



10 



SSEEZ PE a P £? t IQUE DE U PR OTEINE G DU VIRUS RESPIRATOIRE 
SYNCYTIAL, AGENT IMMUNOGENE, COMPOSITION PHARMACEUTIQUE LE 
CONTENANT ET PROCEDE DE PREPARATION 



La presente invention se rapporte a des polypeptides utilisables 
notamment dans la preparation d'immunogenes et l'obtention de vaccin 
contre le virus respiratoire syncytial (VRS) et a des sequences 
nucleotidiques permettant de les obtenir. L'invention se rapporte 
Sgalement a une proteine adjuvante d'immunit£ extraite de Klebsiella 
pneumoniae, a des compositions contenant les polypeptides immunogenes, 
eventuellement assoctes a une telle proteine adjuvante, ainsi qu'a leur 
procede de preparation. 

Le virus respiratoire syncytial (VRS) est la cause la plus frequente 
de maladies respiratoires chez le nouveau-ne : bronchopneumopathies 
(bronchiolites). L'OMS estime chaque annee 50 millions de cas atteints du 
15 VRS, dont 160 000 deces dans le monde entier. II existe deux sous groupes du 
virus (sous groupes A et B). 

Le VRS est classe dans la famille des Paramyxoviridae, genre 
pneumovirus comportant un genome ARN non segmente, de polarite 
negative, codant pour 10 proteines specifiques. 

II n 'existe pas actuellement de vaccin disponible, contre le VRS. Les 
vaccins a virus inactive se sont montres inefficaces et ont meme parfois 
aggrave les infections des nourrissons. Dans les annees 60, les tentatives 
de vaccination avec le VRS inactive a la formaline ont conduit a lichee : 
au lieu de conferer une protection lors de la reinfection due au VRS, le 
vaccin a eu pour effet d'aggraver la maladie chez l'enfant. 

La demande WO 87/04185 a propose d'utiliser des proteines 
structural du VRS en vue d'un vaccin, comme les prolines d'enveloppe 
appelees proteine F (proteine de fusion) ou proteme G, une glycoprotein 
de 22 Kd, une proteine de 9,5 Kd, ou la proteine majeure de capside 
(proteine N). 

La demande WO 89/02935 decrit les proprietes de protection de la 
proteine F entiere du VRS, eventuellement modifiees sous forme 
monomeriques ou desacetylee. 

Une serie de fragments de la proteine F a 6t<§ clonee en vue de 
rechercher leurs proprietes neutralisantes. 
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Toutefois les vaccins immunitaires testes a ce jour se sont montres 
inefficaces ou ont induit une pathologie pulmonaire (bronchiolite ou 
p^ribronchite). 

A Theure actuelle il n'existe pas de traitement de fond des 
5 infections dues au VRS. 

Les infections au VRS des voies aeriennes sup^rieures : le 
traitement repose essei>tiellement sur les medications symptomatiques 
identiques & celles des autres infections virales. 

Les infections au VRS des voies aeriennes inferieures : le traitement 
10 chez les nourrissons repose sur le maintien d'une hydratation correcte f 
Inspiration des secretions et Padministration d'oxygene si besoin. Un effet 
positif a ete observe avec la ribavirine, nucleotide actif in vitro contre le 
VRS. 

C'est pourquoi la presente invention a pour objet un polypeptide 
15 utile notamment dans la production d'immunogene, caracterise en ce qu'il 
est porte par la sequence peptidique comprise entre les residus 'd'acides 
amines 130 et 230 de la sequence de la proteine G du virus respiratoire 
syncytial, ou par une sequence presentant au moins 80% d'homologie avec 
ladite sequence peptidique. Cette sequence differe legerement pour les 
20 sous-groupes A et B du VRS humain, ou pour le VRS bovin. L'invention 
comprend les sequences provenant des VRS humain sous-groupe A et B, ou 
bovin 

La proteine G est une glycoproteine d'enveloppe du VRS, de poids 
moleculaire compris entre 84 et 90 Kd, pauvre en methionine. 

25 La Demanderesse a mis en evidence que la sequence comprise entre 

les acides amines 130 et 230 de la proteine G naturelle est particulierement 
appropriee pour induire une protection efficace contre Pinfection par le 
VRS. U invention comprend les sequences provenant des VRS humain 
sous-groupe A ou B, ou bovin. 

30 Plus particulierement la presente invention concerne des 

polypeptides, utiles notamment comme element d'immunogene compris 
dans le precedent et qui comportent la sequence peptidique comprise 
entre les residus aminoacides numerates 174 et 187 de la proteine G du VRS 
(humain, sous-groupes A et B, ou bovin) ou une sequence presentant au 

35 moins 80% d'homologie avec la sequence correspondante. 
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D'autres sequences peptidiques adaptees a la preparation d'un 
immunogene comprises dans ladite sequence de la proteine G du VRS sont 
constitutes par la sequence comprise entre les residus aminoacides 
numerous 171 et 187 de la proteine G du VRS humain ou bovin, ou une 
sequence presentant au moins 80% d'homologie avec la sequence 
correspondante. D'autres peptides d'interet selon la presente invention 
sont portees par la sequence comprise entreles nucleotides numerous 158 
et 190 de la proteine G du VRS ou une sequence presentant au moins 80% 
d'homologie avec la sequence correspondante. 

Selon un autre de ses modes de realisation l'invention a pour objet 
des peptides utiles pour la preparation d'un immunogene et qui presentent 
une sequence correspondant k la sequence comprise entre les residus 
aminoacides numerates 140 et 200 de la proteine G du VRS humain ou 
bovin, ou une sequence presentant au moins 80% d'homologie avec la 
15 sequence correspondante. Des sequences debutant a I'aminoacidfc 140 de 
ladite proteine G du VRS et dont l'extremite C-terminale correspond 
respectivement a l'aminoacide 198, 196, 194, 192, ou 190 ,ainsi,que des 
sequences presentant au moins 80% d'homologie avec les sequences 
portees par ces fragments sont particulierement avantageuses. 

Parmi les variants des sequences precedentes, il faut citer les 
polypeptides qui component une sequence dans laquelle : 
a) 1'acide amine Cys en positions 173 et/ou 186 a ete remplace par un 
aminoacide ne formant pas de pont disulfure en particulier la 
serine, et/ou 

25 b) les acides amines en positions 176 et 182 sont susceptibles de former 
un pont covalent autre qu'un pont disulfure notamment l'acide 
aspartique et Pornithine. 

Ainsi, la sequence polypeptidique 130-230 du VRS sous-groupe A 
peut etrc utiliste complete, sous sa forme native. Cette sequence 
correspond a la sequence notee Seq id n° 1 (ou G2A). 

De meme, on peut utiliser la sequence polypeptidique complete 130- 
230 du VRS sous groupe B, sous sa forme native. Cette sequence correspond 
a la sequence notee Seq id n° 2 (G2B). 



20 



30 
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La sequence id n° 1 sera notee G2A dans la suite de la demande. 
La sequence id n° 2 sera notee G2B dans la suite de la demande, 
Des sequences presentant au moins 80% d'homologie avec G2A ou 
G2B sont egalement appropriees. 
5 La sequence comprise entre les acides amines 130 et 230, peut etre 

modifiee par le remplacement des residus cysteine en positions 173 et 186 
par des residus serine pour obtenir un peptide conservant de bonnes 
proprtetes immunogenes, grace au maintien de la boucle form6e par les 
residus Cys en positions 176 et 182. Les sequences en acides amines et 
10 nucleotides de ce polypeptide pour le sous-groupe A sont representees sur 
la seq id n° 3 (G2A6Cys). 

Pour le sous-groupe B, les sequences en acides amines et en 
nucleotides sont representees sur la seq id n° 4 (G2B6Cys). 

Les sequences peptidiques seront notees G2A6Cys et G2B6Cys. 
15 Selon un autre aspect, Pinvention a pour objet un polypeptide utile 

pour la preparation d'immunogene, caracterise en ce qu'il consiste en la 
sequence peptidique comprise entre les residus aminoacides numerotes 
174 et 187 de la proteine G du VRS ou une sequence presentant au moins 
80% d'homologie avec ladite sequence peptidique. 
20 Dans cette derniere sequence le peptide 174-187 sous-groupe A peut 

presenter la sequence : 
Seq id n° 5 : 

Ser He Cys Ser Asn Asn Pro Thr Cys Trp Ala lie Cys Lys. 
Le peptide 174-187 sous-groupe B peut presenter la sequence : 
25 Seq id n° 6 : 

Ser-Ile-Cys-Gly-Asn-Asn-Gln-Leu-Cys-Lys-Ser-Ile-Cys-Lys. 

Le residu Cys en position 186 peut egalement etre remplace par un 
residu serine, de maniere & obtenir la sequence suivante : 
Seq id n" 7 pour le sous-groupe A : 
30 Ser He Cys Ser Asn Asn Pro Thr Cys Trp Ala He Ser Lys. 

Seq id n° 8 pour le sous-groupe B : 

Ser-Ile-Cys-Gly-Asn-Asn-Gln-Leu-Cys-Lys-Ser-Ile-Ser-Lys. 
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Dans la sequence comprise entre les residus 174 et 187 du peptide 
immunogene, selon Tune des variantes de l'invention, les residus 
aminoacides en positions 176 et 182 sont respectivement remplaces par un 
acide aspartique et une ornithine, de maniere a obtenir Tune des 
5 sequences suivantes : 

Seq id n° 9 pour le sous-groupe A : 

Ser lie Asp Ser Asn Asn Pro Thr Orn Trp Ala He Cys Lys 
Seq id n° 10 pour le sous-groupe B 

10 Ser-Ile-Asp-Gly-Asn-Asn-Gln-Leu-Orn-Lys-Ser-Ile-Cys-Lys. 
Seq id n° 11 pour le sous-groupe A : 

Ser He Asp Ser Asn Asn Pro Thr Orn Trp Ala He Ser Lys. 
Seq id n° 12 pour le sous-groupe B : 

Ser-Ile-Asp-Gly-Asn-Asn-Gln-Leu-Orn-Lys-Ser-Ile-Ser-Lys. 

15 Le maintien des proprietes immunogenes est obtenu grace au 

remplacement du pont disulfure (entre les Cys naturelles) par un pont 
amide entre les positions 176 et 182. 

D'autres sequences selon l'invention telles que d^finies 
precedemment figurent en annexe de la presente demande sous les 

20 designations SECUD N°14 a SEQ ID N°73. 

L'invention a egalement pour objet un polypeptide utilisable 
comme agent immunogene presentant Tune des sequences precedentes et 
qui comporte en outre au moins un residu cysteine en position N- 
terminale ou C- terminale. 

25 L'invention comprend egalement un polypeptide qui consiste en la 

sequence peptidique comprise entre les residus aminoacides numerates 
130 et 230 de la sequence de la proteine G du VRS sous-groupe A et sous- 
groupe B, ou en une sequence presentant 80% d'homologie avec ladite 
sequence peptidique et qui est sous forme d'une proline de fusion avec le 

30 recepteur de la serumalbumine humaine, nominee BBG2A6C ou BBG2B6C, ou 
une autre proteine de liaison. La sequence de la proteine BB complete 
figure en annexe (Seq ID n° 74). 
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L'invention comprend egalement les variants par exemple 
glycosyles ou sulfates des differents peptides, que ces fonctions soient 
naturelles ou non. 

Les polypeptides peuvent etre prepares par synthese peptidique ou 
5 par les techniques d'ADN recombinant, qui sont connues de 1'homme du 
metier. 

En particulier, les sequences du g6ne codant pour Tepitope 
d'environ 100 acides amines peuvent etre preparees par assemblage de 
genes en phase solide, et la proteine correspondante exprimee par 
10 exemple dans E coli par voie intracellulaire. 

Les sequences nucleotidiques (ARN ou ADN) codant pour les 
proteines ou les polypeptides definis ci-dessus font partie de l'invention. 

Un autre objet de l'invention est un agent immunogene qui 
comporte un polypeptide tel que defini precedemment couple a une 
15 proteine porteuse, en particulier a une proteine adjuvante d'imniunite. 

De preference, le polypeptide selon l'invention est couple a une 
proteine porteuse de type OmpA de la membrane externe d'une bacterie du 
genre Klebsiella, de preference sous forme d'un conjugue soluble. 

La Demanderesse a pu montrer qu'alors que les variants de la 
20 sequence 174-187 de la proteine G du VRS sont faiblement immunogenes, 
leur couplage avec une telle proteine induit une reponse immunitaire 
specifique. 

L'intensite de la reponse immunitaire a ete comparee avec celle 
obtenue avec des adjuvants classiques, tel que le couplage au porteur KLH 
25 (keyhole limpet hemocyanin) coadministre avec l'adjuvant de Freund, ou 
le couplage a la proteine porteuse TT (tetanus toxoid). 

Des resultats particulierement avantageux sont obtenus pour des 
compositions contenant un polypeptide immunogene selon l'invention 
couple a la proteine p40 de Klebsiella pneumoniae ou une proteine 
30 presentant 80% d'homologie avec la proline p40. 

Plus particulierement, ledit polypeptide est coupl6 & une proteine 
comportant la sequence peptidique not6e Seq id n° 13. 
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La sequence nucleotidique (ADN ou ARN) codant pour la proteine 
comportant la sequence id n° 13 est comprise dans l'invention. 

Le polypeptide immunogene peut etre couple a la proteine 
adjuvante d'immunite par des methodes connues de 1'homme du metier 
5 telles que : 

- Glutaraldehyde 

- Carbodiimide (ex : EDC, : l-(3dimethylaminopropyl)-3-6thylcarbodiimide). 

- Bis imido esters (ex : dimethyladipimidate). 

- N-hydroxysuccinimidyl esters (ex : disuccinimidyl suberate). 

10 - Pour les peptides comportant une cysteine supplementaire en position N 
terminale ou C terminale : 

* Maleimido-N-hydroxysuccinimide esters (ex : MBS : 
maleimido benzoyl-N-hydroxy-succinimide ester). 

* N- succinimidyl Bromoacetate. 

15 Le polypeptide peut etre conjugue k la proteine porteuse par une 

proteine de liaison, par exemple le recepteur de la serumalbumine 
humaine (BB). 

Selon un autre aspect, l'invention a egalement pour objet un 
procede de preparation d'un peptide conjugue entrant dans une 
20 composition utile pour prevention ou traitement des affections a VRS, 
caracterise en ce que : 

a) on precipite les lipopolysaccharides de membranes de bacteries du 
genre Klebsiella, en presence d'un sel de cation divalent et de 
detergents, pour recuperer les proteines membranaires totales dans 

25 le surnageant, 

b) on soumet les proteines k une chromatographic par ^change 
d'anions pour separer la fraction contenant la proteine adjuvante 
d'immunite, 

c) on concentre la fraction contenant la proteine adjuvante 
30 d'immunite, 

d) on conjugue la proteine adjuvante d'immunite avec un polypeptide 
immunogene tel que definis ci-dessus pour former un conjugue 
soluble. 
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Le sel de cation divalent utilise dans I'etape a) est de preference un 
sel de calcium ou de magnesium. Apres centrifugation, les proteines du 
surnageant peuvent etre recuperees avec un bon rendement par deux 
precipitations a l'ethanol. 
5 Les proteines membranaires, apres remise en suspension, sont 

separees sur une colonne echangeuse d'anions, utilisable en conditions 
industrielles. Ce support chromatographique est tres stable et compatible 
avec les traitements de depyrogenation drastiques, ce qui n'etait pas le cas 
des supports chromatographiques dejk decrits. D'autre part, 1'elution de la 
10 proteine peut etre r^alisee en conditions isocratiques et non par 
application d'un gradient de NaCl (comme decrit precedemment), ce qui est 
particulierement avantageux en conditions industrielles. 

Selon un mode de realisation prefere, aprds l'<§tape c), on precede a 
une seconde etape de chromatographic, sur echangeur de cations, et on 
15 recupere les fractions contenant la proteine adjuvante, *jui sont 
concentrees. Cette etape supplementaire permet une meilleure elimination 
des lipopolysaccharides. La proteine adjuvante est ensuite conjugu^e avec 
un polypeptide immunogene selon Tinvention, 

Selon un autre aspect, 1'invention a pour objet une composition 
20 utile pour la prevention et/ou le traitement des affections provoquees par 
le VRS, caracterisee en ce qu'elle contient un polypeptide caracterise ci- 
avant. 

Plus particulierement les compositions contiennent en outre des 
excipients pharmaceutiquement acceptables adaptes a Tadministration par 
25 voie injectable. 

En effet, la Demanderesse a mis en evidence que Tinjection de telles 
compositions entraine une protection, non par un effet neutralisant, mais 
par une reponse immunitaire systemique de 1'organisme. 

Les reponses humorales et cellulaire (IgM, IgG, IgA et cellules T) 
30 sont provoquees par le produit qui induit egalement une protection a long 
terme et une memoire immunologique contre les VRS sous groupes a et b. 

En vue de Tadministration des compositions vaccinales par voie 
sous-cutanee, il est souhaitable de disposer de conjugue soluble, ce qui est 
difficile par les methodes conventionnelles. 
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C'est pourquoi l'invention concerne egalement un procede de 
preparation d'un conjugue entre un peptide immunogene et une proteine 
de membrane de Klebsiella, en particulier la proteine p40 de K. 
pneumoniae, dans lequel le couplage est effectue en presence de 
glutaraldehyde a des concentrations inferieures ou egales a 0,05%. 

Ce procede de couplage diminue considerablement les 
concentrations en glutaraldehyde en comparaison de celles 
habituellement utilisees (2 fois 0,01% au lieu de 1% environ) ; le 
glutaraldehyde est ajoute en 2 fois sur une periode de cinq jours alors que 
les protocoles decrits mentionnent des temps de 24 heures. 

Ces modifications ont permis l'obtention d'un coniugue soluble, sous 
une forme adaptee a I 'administration sous cutanee. 

Les protocoles usuels (concentrations en glutaraldehyde plus 
elevees et temps courts) se traduisent par la formation d'un gel dense (du a 
des reactions de conjugaison P40-P40, tres probablement) , forme impropre 
a Tadministration et a la manipulation en general. 

Le peptide conjugue peut etre congele et utilise tel .quel ou 
lyophilise. 

Les exemples qui suivent sont destines a illustrer l'invention sans 
aucunement en limiter la portee. 

Dans ces exemples on se referera aux figures suivantes : 

- Figure 1 : intensite de la reponse immunitaire induite contre G1A sous 

differentes formes, 

- Figure 2 : Cinetique de la reponse immunitaire induite contre G1A 

presentee sous differentes formes, 

- Figure 3 : Cinetique de la reponse immunitaire induite contre le 

porteur seul, 

- Figure 4 : Strategic de clonage par amplification genique de p40. 
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Exemple 1 : Synthese et Purification du GiA 
Le polypeptide de sequence 
5 Ser-Ile-Cys-Ser-Asn-Asn-Pro-Thr-Cys-Trp-Ala-Ile-Ser-Lys 



not£ GiA, est prepare par synthese en phase solide en utilisant la chimie 
Boc. 

10 

Assemblage 

L'assemblage du peptide est effectue par synthese peptidique en 
phase solide sur polystyrene (divinylbenzene 1%), en commencant avec 
un agent de liaison Boc-Lys(2-cl-Z)-phenylacetamidomethyl. 
15 On a utilise la strategic chimique Boc-Benzyle avec la procedure de 

deprotection-couplage suivante : 



1. 


55 % TFA dans DCM 


(1x5 min) 


2. 


55 %TFAdans DCM 


(1 x 25 min) 


3. 


DCM 


(2x1 min) 


4. 


Isopropylalcool 


(lxl min) 


5. 


DMF 


(2x1 min) 


6. 


10%DIEA en DMF 


(2x2 min) 


7. 


Couplage 




8. 


DMF 


(2x1 min) 


9. 


DCM 


(2x1 min) 




A chaque etape on utilise 20 ml de solvant par gramme de peptide- 



resine. 

Le couplage est effectue dans du DMF avec un ester 
hydro xybenzotriazole preforme pendant 30 min. On verifie a chaque etape 
30 du couplage, si des fonctions amine libres residuelles sont presentes, par le 
test a la ninhydrine. Si necessaire, un double couplage est effectue. 
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Pour la syn these du peptide GjA, on a utilise les groupes de 
protection de la chaine laterale suivants : 

- 2-chlorobenzyloxycarbonyl pour la Lysine, 

- Benzyl pour la Serine et la Threonine, 

- 4-methylbenzyl pour la Cysteine, 

- Formyl pour le Tryptophane. 

Avant Tetape finale de deprotection/cleavage, le groupe formyl est 
elimine par traitement 30 min par une solution de piperidine a 25 % dans 
du DMF. La resine peptidique est lavee par du DCM et de Tether, et sechee 
sous pression reduite. 



Le peptide est clive de la resine et completement deprotege par un 
traitement au Fluorure d'Hydrogene liquide. 10 ml de ! Fluorure 
d'Hydrogene par gramme de peptide-resine sont utilises classiqiiement a 
0°C pendant 45 min en presence de p-cresol et d'ethanedithiol comme 
piege. Apres evaporation du Fluorure d'Hydrogene, le melange de reaction 
brut est lave a Tether, dissout dans du TFA, precipite a Tether et seche. 

Cyclisation et purification 

Conditions generates de purification par HPLC : 

Phase stationnaire : siliceenCig, 15-25 urn, 100 A 

Phase mobile : solvant A : eau 0,1 %TFA 



Clivage 



Detection : 



Vitesse du flux : 



Gradient lineaire : 



solvant B : acetonitrile/A, 60/40% (v/v) 
20 a 50 % B en 30 min (premiere etape de 
purification) 

15a 40 %B en 30 min (seconde etape de 

purification) 

40 ml/min 

UV(210nm) 
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Le peptide brut obtenu apres clivage est purifie dans les conditions 
decrites ci-dessus (gradient de 20 & 50 % B). Les fractions ayant une purete 
sup6rieure a 70-80 % (HPLC) sont reunies et lyophilisees. Le peptide est 
ensuite purifie dans un melange acetonitrile eau et DMSO (Img/ml) et 
5 laissS sous agitation jusqu'a ce que la cyclisation soit complete (4 k 6 
jours). L'evolution de la reaction est controlee par HPLC. Le melange de 
reaction est finalement concentre sur la colonne d'HPLC preparative et 
un gradient de 15 & 40 % de B est applique en 30 min afin de purifier le 
peptide. 

10 Generalement, apres lyophilisation, une seconde purification dans 

les memes conditions, est effectuee pour atteindre le degre de purete 
requis. 

La purete et Tidentite du produit final sont controlees par HPLC 
analytique, analyse des amino acides et analyse de masse FAB. 
15 Dans le peptide ainsi obtenu, le residu serine en treizieme position 

remplace le residu Cys du peptide naturel, evitant ainsi une hetesogeneite 
dans la formation des ponts disulfures, pouvant etre nuisible a 
Timmunogenicite. 

20 Exemple 2 : Preparation de Tepitope G2AdCys 
Construction de gdne : mat6riels et methodes 

Dans un microtube Eppendorf, on rince 300 ng de billes avec du 
25 tampon washing/binding (1M NaCl, lOmM Tris-HCl pH7,5, 1 mM EDTA) 
avant d'ajouter 0,2 pmole de Toligo biotinyle, 15 minutes d'incubation a 
temperature ambiante pour le binding, Les billes avec Toligo fixe sont 
rincees et sedimentees. 0,2 pmole de Toligo phosphoryle en 5' suivant est 
ajoute dans 60 nl de tampon hybridation/ligation (50mM Tris-HCl pH7,6, 10 
30 mM MgCl 2 , 1 mM ATP, ImM 1,4-dithiothreitol [DTT], 5% polyethylene glycol 
[PEG] 8000). Le melange d'hybridation est incube a 70° C pendant 5 mn et 
laisse revenir a 37° C avant d'ajouter 3 unites de T4 DNA ligase (BRL) 
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suivi de 15 mn d'incubation a 37° C. Le melange reactionnel est rince 
avant d'ajouter 0,2 pmole d'oligo suivant. La procedure 
d'hybridation/ligation est repetee autant de fois qu'on ajoute un nouveau 
oligo complementaire phosphoryle en 5'. A la fin, le duplex d'ADN fixe sur 
5 billes magnetiques peut etre separe du support en coupant avec les 
enzymes de restriction appropriees. 

On prepare 1'ADN correspondant k la sequence G2A6Cys et k la 
sequence G2A6Cys liee k la proteine de liaison k la serumalbumine 
humaine(BB) notee BB-G2A6Cys. 
10 La sequence nucleotidique est exprimee chez E coli pour recuperer 

les proteines correspondantes. 
Vecteur d'expression : 

pVABBG2A6C est un vecteur d'expression de type intracellulaire, il 
contient un promoteur d'origine E coli , l'operation tryptophane (Trp), 
15 suvi du gene codant pour le recepteur de la serum albumine hutnaine BB 
(P-A Nygren et col, J. Mol. Recognita, 1988, i, 60) et enfin le gene codant 
pour G2A6C du VRS. L'expression du gene heterologue peut etre induite en 
presence de TIAA (acide-3-R-indolacrylique). Le produit de fusion 
BBG2A6C peut etre purifie par affinite sur colonne HSA-sepharose, apres 
20 avoir libere les proteines cytoplasmiques de E coli. 

Exemples de purification de proteines a partir dc culture de 
500 ml : 

La souche E coli RV 308 (Maurer et col., J. Mol. Biol., 1980, 122, 147) 
25 transfectee par le plasmide pVABBG2A6C, a ete selectionnee sur gelose 
renfermant de rampicilline (100 \ig/ml) et de la tetracycline (8 ng/ml). On 
inocule la souche dans un Erlenmeyer contenant 100 ml de milieu de 
culture TSB (Tryptic Soy broth, Difco) (30g/l), supplements avec de la 
levure (Yeast Extract, Difco) (5 g/1), de l'Ampicilline (100 ng/ml), de la 
30 tetracycline (8 jxg/ml) et du Tryptophane (100 ng/ml). Incuber k 32°C 
pendant 12 heures sous agitation (190 rpm). Transvaser la culture dans un 
autre erlenmeyer (5 litres) contenant quatre fois le volume initial (400 ml 
TSB + levure + les memes antibiotiques a la meme concentration). Lorsque 
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la densite optique du milieu (a 550 nm) atteint environ une D.O. de 1,5, on 
induit la production des proteines en ajoutant dans le milieu de PIAA a la 
concentration finale de 25 jxg/mh On arrete la culture apres 5 heures 
d'incubation, sous agitation (190 rpm) a 32°C. Apres centrifugation, le 
5 culot bacterien est resuspendu dans un recipient contenant environ 60 ml 
de solution de TST (50 mM TrisHCl, pH 8,0, 200mM NaCl, 0,05 % Tween 20, 
0,5 mM EDTA) a froid. 

On introduit dans le recipient une sonde standard de sonicateur 
(VIBRA-CELL, Somics Mat, USA). On fait la sonication k la puissance 5 
10 pendant deux minutes environ. Le surnageant de solution apres 
centrifugation est filtre a 0,45 nm, et passe dans une colonne contenant 
environ 3 ml de gel de HSA-sepharose (STAHL et col, J. Immunol. 
Meth., 1989, 124,43). 

Les proteines purifiees sont analysees par SDS-PAGE sur l'appareil 
15 Phast System (PHARMACIA) ou sur Mini Protean BIORAD. Les gels sont 
reveles par le bleu de Coomassie. La proteine BBG2A6C, representant plus 
de 90 % de purete, correspond bien a la taille attendue (39,3 Kda) par 
rapport aux standards de poids moleculaires connus. 

L'immunotransfert de cette proteine sur membrane Problott (ABI) 
20 permet de Tidentifier avec des anticorps sp6cifiques, anti-BB et/ou anti- 
proteine G du VRS (ss-groupe A). Le rendement de proteines solubles 
purifiees a partir du cytoplasme de E coli est environ 50 mg/litre de 
culture. 

En fermenteur de 2 litres, on peut obtenir de 500 & 800 mg de 
25 proteines BBG2A6C par litre de culture, dans les conditions optimales de 
culture. 

Exemple 3 : isolement et purification de la proteine p40 
naturclle 

30 

Le procede de purification de la proteine P40 a partir de la biomasse 
de Klebsiella pneumoniae, souche 1-145, a ete mis au point avec un object if 
principal : mettre au point un procede permettant la transposition 
agrande 6chelle et Textrapolation industrielle. Ce procede met en jeu 
35 successivement la preparation d'une fraction enrichie en proteines 
membranaires et la purification de la proteine P40 par chromatographic 
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MATERIEL ET METHODES 

La biomasse de Klebsiella pneumoniae (souche 1-145, 40 g de cellules 
seches) est ajustee a pH 2,5 k l'aide d'acide acetique pur. 
5 Apres addition de 1/2 volume d'une solution contenant 6 % cetrimide, 60 % 
ethanol, 1,5 M CaC12 dont le pH est ajuste a 2,5 avec de 1'acide acetique, le 
melange est place sous agitation pendant 16 heures k temperature 
ambiante. 

Apres centrifugation 20 mn a 15000 g a 4°C, les proteines du 
10 surnageant sont precipitees a l'ethanol. Deux precipitations successives 
avec centrifugation intermediaire (10 mn, 10000 g, 4 °C) sont realisees : de 
20 a 50 % puis de 50 a 80 %. 

Les culots obtenus apres la seconde precipitation sont remis en 
suspension dans une solution de zwittergent 3-14, 1 96. 
15 Apres agitation 4 heures a temperature ambiante, le pH est ajuste a 

6,5 a l'aide de NaOHl N. 

Une centrifugation du melange pendant 20 mn a 10000 g a 4 °C 
permet d'obtenir une fraction enrichie en proteines membranaires 
(fraction MP). 

20 Les proteines de la fraction MP sont dialysees contre un tampon 

Tris/HCl 20 mM pH 8,0 ; zwittergent 3-14, 0,1 96. Le dialysat est depose sur 
une colonne contenant un support de type echangeur d 'anions forts 
(colonne de diametre = 50 mm xH = 250 mm, gel Biorad Macroprep High Q) 
equilibree dans le tampon decrit ci-dessus. La proteine P40 est eluee pour 

25 une concentration de 50 mM en NaCl dans le tampon d'equilibration. 

Les fractions contenant la P40 sont rassemblees et dialysees contre 
un tampon citrate 20 mM pH 3,0 ; zwittergent 3-14, 0,1 %. Le dialysat est 
depose sur une colonne contenant un support de type echangeur de 
cations forts (dimensions de la colonne : diametre « 25 mm xH = 160 mm, 

30 gel Biorad Macroprep High S) equilibree dans le tampon citrate 20 mM pH 
3,0, zwittergent 3-14, 0,1 96. La proteine P40 est eluee pour une 
concentration 0,7 M en NaCl. Les fractions contenant la P40 sont 
rassemblees et concentrees par ultrafiltration a Taide d'un systeme de 
filtration a flux tangentiel Minitan Millipore utilise avec des plaques de 

35 membranes possedant un seuil de coupure 10 kDa. 
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RESULTATS 

Les fractions obtenues apr6s chaque etape chromatographique sont 
analysees par SDS-PAGE afin de rassembler celles contenant la proteine 
5 P40. 

Les quantites de proteines sont mesurees par la methode de Lowry 
(tableau I). La purete et l'homogeneite de la proteine P40 sont estimees par 
SDS-PAGE, en presence de standards de masse moleculaire. 

Apres Tetape de chromatographic d'echange de cations, la proteine 

10 P40 est depourvue du contaminant majeur present dans la fraction MP (la 
proteine presentant une masse moleculaire apparente de 18 kDa) et 
presente un degre de purete superieur a 95 %. 

Le profil electrophoretique de la P40 revele plusieurs bandes. Ces 
bandes sont reconnues apres immunoblot par des anticorps monoclonaux 

15 P40 obtenus chez la souris. La bande majeure superieure correspond a la 
proteine denaturee (par le traitement a 100°C, 15 min. en presenceide SDS), 
et la bande mineure inferieure a la proteine sous sa forme native.; 

La P40 est en effet une proteine dite "heat-modifiable", et nous 
avons pu verifier cette propriete a Taide d'une cinetique de chauffage k 

20 100°C en presence de SDS. Sans chauffage la proteine sous forme native 
presente une structure en helices a qui fixe plus de SDS et migre done plus 
loin vers Tanode que la forme denaturee (denaturation complete apres 5 
min. a 100°C) qui presente une structure en feuillets (K.B KELLER (1978) 
J. BacterioL 134 . 1181-1183). 

25 La contamination par les lipopolysaccharides (LPS) est estimee par 

dosage par chromatographic en phase gazeuse de Tacide 
R-hydroxymyristique, acide gras marqueur des LPS de Klebsiella 
pneumoniae (tableau I). 
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Cette methode est utilis^e pour approcher la teneur en LPS des 
echantillons issus des differentes etapes de purification. 

La quantite d'acide fc-hydroxymyristique presente dans la fraction 
P40 apres chromatographic d'echange de cations etant inferieure au seuil 
5 de quantification du dosage, on peut estimer que la quantite de LPS 
residuel est inferieure a 1 %. 

Exemple 4 : clonage de la proteine p40 et expression de BBp40 

10 SOUCHES BACTERIENNES 

* E coli : RV 308 : souche ATCC 31608 (MAURER R., MEYER 
B.J., PTASCHNEM., J. MOL BIOI. 1980, 139,147-161). 

15 * K. pneumoniae : IP 145 : souche C.I.B.P.F - 

VECTEURS 

* pRIT 28 (Hultman et Col, 1988,7 : 629-638) : vecteur de 
20 clonage et de sequengage possedant le gene de resistance k l'ampicilline, 

les origines de replication d'Ecoli et du phage Fl ainsi qu'une portion du 
gene lac-z d'Ecoli ( R-galactosidose). 

* pVABB : vecteur d'expression de fusion de g&ne. 

25 

SOLUTIONS 

* Amplification genique : 

30 Tampon de lyse : 25 mM Taps pH 9.3 

2 mM MgC12 
Tampon d'amplification : 25 mM Taps pH 9.3 

2 mM MgC12 
tween20 0.1% 

35 200 mM dNTP. 
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* Purification des proteines : 

TST (20X) : Tris base 0,5 M 

HC1 0,3 M 

NaCl 4 M 

tween 20 1 % 

EDTA 20 mM 



10 



Tampon de lavage : 



Tris HC1 
MgC12 



Solution de denaturation : Gua-HCl 

Tris-HCl 



50 mM 
5 mM 

7,8 M 
28 mM 



pH8,5 



pH8,5 



15 



Solution de renaturation : Gua-HCl 0,5 M 

Tris-HCl 25 mM 

NaCl 150 mM 

Tween 20 0,05 %. 



pH 8,5 



20 



MATERIEL ET METHODE 



25 



30 



- Synthese des oligonucleotides 

Les amorces nucleotidiques ont ete determinees a partir de la partie 
de la sequence publiee de l'OMPA de Klebsiella pneumoniae (LAWRENCE, 
G.J., et al, Journal of general microbiology, 1991, 137, 1911-1921) de la 
sequence conscensus issue de l'alignement des sequences de 5 OMPA 
d'enterobact6ries (E.coli, S.tryphimurium, S.marcescens, S.dysenteriae, 
E.aeroginosae), ainsi que des sequences de peptides obtenus par 
s£quencage manuel. 
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Les oligonucleotides ont 6te synthetises selon la methode chimique 
des phosphoramidites sur I'appareil "Gene Assembler Plus" de Pharmacia. 

- Amplification g6nique par PCR du gene de P40 

5 

L'ADN de l'OMPA de Klebsiella pneumoniae a ete amplifie de la 
maniere suivante. 

Une colonie de Klebsiella pneumoniae est lysee dans 10 nl de 
tampon de lyse par chauffage a 95 °C pendant 5 minutes. 
10 1 nl de cette solution sert de source d'ADN pour les reactions 

d'amplification. 

Celles-ci sont realisees dans 100 |xl de tampon d'amplification 
(cf.annexe), avec 5 pmoles de chaque amorce et une unite d'enzyme Taq 
polymerase (Perkin Elmer Cetus). Chaque cycle comprend une etape de 
15 denaturation de 30 secondes a 95°C suivie d'une hybridation de Tamorce a 
l'ADN et d'une extension d'une minute a 72 °C. 30 cycles sont ainsi 
effectues a l'aide d'un thermocycleur "Gen Amp PCR" 9000 Perkin Elmer 
Cetus • 

Les PCR suivantes sont realisees a partir des fragments d'ADN 
20 amplifies precedemment. 

Les fragments d'ADN amplifies sont ensuite digeres, purifies et lies 
au vecteur pRIT 28. 

SECLUENCAGE 

25 

Les fragments ainsi clones sont sequences sur un sequenceur 
automatique 373 DNA Sequenceur d'Applied Biosystem. Les reactions de 
sequengage sont realisees a Taide du kit "dye Terminator" selon les 
recommandations du fournisseur (Applied Biosystem) soit sur de l'ADN 
30 double brin obtenu apres amplification genique ou issu de maxiprep soit 
sur de l'ADN simple brin issu de fragments PCR denatures (Huitman et Col, 
Nucleid acids res. ; 1989, 17 : 4937-4946). 
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EXPRESSION DE LA PROTONE 

Le gene entier de P40 est clone dans le vecteur d'expression pVABB. 
Ce vecteur permet d'adjoindre une queue d'affinite "BB" & P40 ; B etant la 
5 partie de la proteine G du streptocoque qui lie la serum albumine (Nygren 
P. A et Col ; Journal mol. Recognit. 1988 ; 1, 69-74). 

Les souches d'Ecoli RV308 transformees par le vecteur pVABBP40 
sont mises a cultiver une nuit a 37°C sous agitation, dans 100 ml de TSB 
complements en extrait de levure, en ampicilline (200 jig/ml) en 
10 tetracycline (8 ng/ml) et en tryptophane (100 jig/ml). Le lendemain, une 
culture a DO= 1 pour une longueur d'onde de 580 nm est preparee dans du 
TSB + extraits de levure + ampi + tetra. 

Apres 10 minutes de culture, l'expression de la proteine est induite 
par addition d'lAA a (25 ng/ml) dans le milieu . La culture est 
15 centrifugee a 4°C a 2460 g pendant 10 minutes. 

Le culot est repris par 20ml de TST 1 x pH 7,4, et la solution test alors 
centrifugee a 4°C a 23000 g pendant 30 minutes. 

Le surnageant est passe sur Sepharose ce qui permet d'isoler les 
proteines dites solubles. Le culot est lave avec du tampon de lavage puis 
20 centrifuge a 23000 g a 4°C pendant 30 minutes. Le culot renfermant les 
corps d'inclusion est alors repris par 900 \il d'une solution denaturante + 
100 \il de Diothiothreitol lOmM et incube 2 heures a 37 °C. 

La solution est ensuite incubee 1 nuit a temperature ambiante, sous 
agitation,dans 100 ml de tampon de renaturation a 2300 g pendant 1 heure. 
25 Le surnageant est passe sur HSA Sepharose. 

Dans les deux cas les proteines Fixees sont eluees avec de l'acide 
acetique 0,5 M pH 2,8 et collectees par fraction de 1 ml. 

Les fractions collectees sont ensuite annalysees sur gel 
d'electrophorese en SDS-PAGE et par Immuno blot. 

30 
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RESULTATS 

Le clonage du gene a ete effectue en trois temps selon la strategic 
5 presentee sur la figure 4. 

Dans un premier temps, nous avons confirm^ la partie de la 
sequence publiee a 1'exception d'un T a la place d'un A en position 103. 

Puis nous avons determine la sequence en 3 ' du g£ne et enfin celle 

en 5 \ 

10 Le gene entier a ete obtenu par fusion des deux parties 8/4 et 3/14 

puis clone dans le vecteur pRIT 28. La sequence correspond a SEQ.ID N° 13. 
La proteine est exprimee sous la forme BBP40. 

Hie est essentiellement obtenue a partir des corps d 'inclusion. Pour 
une culture de 200 ml, on purifie une quinzaine de milligrammes de 
15 proteine. 

Le profil electrophoretique montre que BBP40, obtenue apres 
denaturation, est d'une grande purete. Le poids moleculaire apparent, 
correspond au poids theorique calcule qui est de 63 kDa. 

La caracterisation en Immuno blot montre que la proteine purifiee 
20 est bien reconnue par un serum de lapin anti-P40. 

Exemple 5 : couplage de la proteine p40 au peptide GiA 

p40 (5 mg/ml, 40 mg) est dialysee contre 300 volumes de tampon 
25 phosphate de sodium 0,1 M pH 7, zwittergent 3-14, 0,1%. 

Le dialysat est ajuste k une concentration de 2 mg/ml a 1'aide d'un 
tampon carbonate 0,1 M pH 9 ; zwittergent 3-14, 0,1%. Du sodium dodecyl 
sulfate (SDS) est ajoute pour atteindre une concentration finale de 4%. 

Le peptide G\ (10 mg/10 ml de tampon carbonate 0,1 M pH 9 ; 
30 zwittergent 3-14 0,1 %) est ajoute a la solution de p40. La valeur du pH est 
controlee (comprise entre pH 9 et pH 10). 

Ajouter 220 \i\ de glutaraldehyde (2,5% dans Teau), agiter 24 heures 

a 4° C. 
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Ajouter 5 ml de tampon carbonate 0,1 M pH 9 ; zwittergent 3-14 0,1%; 
verifier le pH (compris entre pH 9 et pH 10) ; agiter 72 heures a 4° C. 

Ajouter 220 nl de glutaraldehyde (2,5% dans 1'eau), verifier le pH, 
agiter 24 heures a + 4° C. 
5 La reaction est stoppee par addition de 100 \il de lysine 1 M. La 

solution est dialysee 24 heures k 4° C. 

Le SDS est elimine. par double precipitation au KCL 

La solution contenant le conjugue p40 est congelee et utilisee telle 
quelle ou lyophylisee. 

10 

Exemple 6 : activite 
Materiel et methodes 

15 Les souris C57BL/6 (N=5) sont immunisees a JO, J10, J20 par Voie sous 

cutanee avec 10 ng de Gl, couple ou non a un porteur, en presence ou non 
d'un adjuvant. Le serum est collecte et teste par EUSA. Les Ig anti-Gl ou 
anti-porteur sont isolees sur support BSA-G1 et sur support "porteur" (KLH 
ou TT ou P40). Les Ig sont revelees a Taide d'un conjugue anti-Ig lapin 

20 peroxydase. La densite optique est lue k 450 nm et le titre en anticorps 
anti-Gl est donne par Tinverse de la derniere dilution donnant deux fois le 
bruit de fond. Les resultats representent la moyenne + ecart-type des titres 
des 5 souris. 

25 RESULTATS 

Induction d'une reponse immunitaire contre G1A 

Les souris sont immunisees avec G1A sous differentes formes selon 
30 un schema d'immunisation identique. Les reponses anticorps induites par 
les differentes formes de G1A sont comparees 28 jours apres le debut de 
Texperience. 
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Le peptide synthetique G1A administre pur n'induit pas de reponse 
immunitaire meme s'il est coadministre avec Padjuvant de Freund. 
Presente par le porteur KLH, G1A induit une reponse faible qui est 
significativement augmentee par la coadministration de Padjuvant de 
5 Freund (AF). Presente par p40, G1A induit une reponse superieure a celle 
obtenue dans le schema d'immunisation classique KLH/G1+AF, p40 a des 
proprietes de "self-adjuvant carrier". 

Les r^sultats sont presentes sur la figure 1. 

10 Cinetique de la reponse immunitaire contre G1A 

Les souris sont immunisees avec G1A sous differentes formes selon 
un schema d'immunisation identique. Les reponses anticorps induites par 
les differentes formes de G1A sont comparees dans le temps : 7, 17, 28, 35, 42 

15 jours apres le debut de Pexperience. 

La reponse anti-GIA est significativement plus elevee et plus rapide 
lorsque les souris sont immunisees avec p40/GlA que les immunisations 
plus classiques TT/G1A et KLH/G1A+AF. Une seule injection de p40/GlA 
permet d'obtenir, en 7 jours, un titre d'anticorps anti-GIA de 1000. Ce titre 

20 est obtenu avec TT/G1A ou KLH/G1A+AF en 28 jours. La reponse maximum 
(titre = 1/380 000), obtenue apres trois injections, en 28 jours, est environ 
30 fois superieure a celle obtenue avec KLH/G1A+AF et 70 fois superieure & 
celle obtenue avec TT/G1A. Le titre en anticorps anti-GIA se maintient 
sans faiblir jusqu'au jour 42. 

25 Les resultats sont presentes sur la figure 2. 

Cinetique de la reponse immunitaire contre le porteur 

Les souris sont immunisees avec G1A couple a un porteur selon un 
30 schema d'immunisation identique. Les reponses anticorps induites par 
lesdifferents porteurs sont comparees dans le temps, 7, 17, 28, 35, 42 jours 
apres le debut de Pexperience. 
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La reponse anti-p40 (titre voisin du 10 000) est superieure a la 
reponse anti-KLH mais non significativement differente de la reponse 
anti-TT. 

Les resultats sont presentes sur la figure 3. 
CONCLUSION 

Le couplage chimique du peptide G1A sur la proteine p40 a permis 
d'induire une reponse anti-GIA significativement plus importante et plus 
rapide que celles provoquees par les modeles de reference KLH/G1A+AF ou 
TT/G1A. Le couplage du peptide GIB devrait induire des reponses 
similaires. 

Exemple 7 : Evaluation du potentiel protecteur des 

peptides et des proteines recombinantefc de la 
glycoproteine G du virus respiratoire 
syncytial (VRS) sous- groupe A couples k la 
proteine porteuse p40 

Les souris BALB/c ont ete immunisees avec les differentes 
preparations suivantes : 



1) 


peptide de synthese G1A couple a KLH (keyhole limpet hemocyanin) 




= KLH.G1A. 


2) 


peptide de synthese G1A couple a la proteine porteuse p40 = p40.GlA. 


3) 


temoin p40 seul. 


4) 


proteine recombinante produite dans E coli : BBG2A6C coupl^e a la 




proteine porteuse p40 = p40.BBG2A6C. 


5) 


peptide de synthese G1A couple a la proteme porteuse toxine 




tetanique (TT) = TT.G1A. 


6) 


temoin TT seul. 


7) 


temoin BB seul. 


8) 


temoin VRS long (sous-groupe A). 
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Les souris ont regu 3 doses intramusculaires (200 jig/souris) avec 
Thydroxyde d'aluminium comme adjuvant (utilise couramment chez 
1'homme). Les resultats des tests de protection ainsi que du profil 
immunologique des serums se trouvent dans le tableau 2. 
5 Les preparations suivantes conferent une protection complete suite 

au challenge avec le VRS Long (Souche A) : p40.GlA, p40.BBG2A6C, par 
rapport k TT.G1A qui confere aussi une tres bonne protection comparable 
au peptide KLH.G1A. En test ELISA, tous reconnaissent Tantigene VRS avec 
un titre le plus fort pour p40.GlA=l/12800. 
10 Quant au test de neutralisation, aucune des preparations ne possede 

d'activite neutralisante in vitro. 
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Exemple 8 

Evaluation du potentiel protecteur des peptides de la glycoproteine G 
du virus respiratoire syncytial (VRS) sous-groupe A et sous-groupe B 
couples a la KLH. Protection vis-a-vis d'un challenge realise avec les deux 
5 sous-groupes du VRS. 

Les souris BALB/c ont ete immunisees avec les differentes 
preparations suivantes :. 

L peptide de synthese CIA couple k la KLH (keyhole limpet 
hemocyanin) = KLH-G1A 
10 Z peptide de synthese GIB couple k la KLH (keyhole limpet 
hemocyanin) « KLH-G1B. Le peptide GIB correspond a la sequence G 
(174-187)6Cys du sous-groupe B dont la sequence est : 

Ser-Ile-Cys-GIy-Asn-Asn-Gln-Leu-Cys-Lys-Ser-Ile-Ser-Lys 
I s-s | 

15 

3. Temoin KLH 

4. Temoin VRS long (sous-groupe A) 

5. Temoin VRS 8/60 (sous-groupe B) 

Les souris ont regu 3 doses intramusculaires (200 jig/souris) avec 
20 l'adjuvant de Freund. Les resultats des tests de protection ainsi que du 
profil immunologique des serums se trouvent dans le tableau 3. 

La preparation KLH-G1 A permet une protection complete vis-a-vis 
du VRS sous-groupe A mais pas vis-a-vis du VRS sous-groupe B. Par contre, 
la preparation KLH-G1B permet une protection complete vis-a-vis du VRS 
25 sous-groupe B mais pas vis-a-vis du VRS sous-groupe A. Le test ELISA 
reflete la meme situation. 
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Exemple 9: Application v6terinaire 

Evaluation du potentiel protecteur de peptide GlvAC derive de la 
proteine G de la souche bovine du Virus Respiratoire Syncytial (VRS) 
5 Lerch et al. 1990, J. Virol. 64:5559 couple k la proteine porteuse KLH. 

174 187 

Ser Thr Cys Glu Gly Asn Leu Ala Cys Leu Ser Leu Ser His 

presentant un pont disulfure en position 176-182. 
10 Le peptide prepare par synthese en phase solide en utilisant la 

chimie Boc est couple au KLH en utilisant la glutaraldehyde (Schaaper et 

al. Mol. Immunol. (1989) 26: 81-85). 

Deux veaux ont ete immunises par voie intramusculaire avec 500 \ig 

de GlvAC-KLH avec de Tadjuvant incomplet de Freund 3 fois a intervalle de 
15 3 semaines. Un veau a ete immunise avec KLH sans peptide G1VAQ avec un 

adjuvant incomplet de Freund. i 

Les animaux sont challenges avec la souche Snook, 21 jours, apres la 

derniere inoculation, par voie intranasale et intratracheal avec chacune 

lml de virus titrant a 2x105 /ml. 
20 Le virus titre sur cellules de reins de veau selon la methode des 

plaques est determine dans les lavages nasopharyngeaux respectivement 3 

et 2 jours apres le challenge et 7 jours dans les poumons des animaux 

sacrifies. 



25 
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REPONSE EN ANTICORPS CIRCULANTS : 
Veau 3432 (KLH + FIA): 



5 


Date 


Traitement 


Tih-e loglO ELISA 


Peptide + KLH 


Peptide 


KLH 


BRSV (Snook) 




23/11 


JO vaccination 


<1.0 


<1.0 


<1.0 


<1.5 




14/12 


J21 Vaccination 


<1.0 


<1.0 


3.0 


<1.5 




04/01 


J42 vaccination 


<1.0 


<1.0 


4.7 


<1.5 


10 


01/02 


J70VRSIN/IT 


<1.0 


<1.0 


5.7 


<1.5 




08/02 


J77 sacrifice 


1.5 


<1.0 


4.8 


<1.5 



Veau 3440 (Peptide - KLH + FIA) 



15 


Date 


Traitement 


Titre loglO ELISA 


PepHde + KLH 


Peptide 


KLH 


BRSV (Snook) 




23/11 


JO vaccination 


<1.0 


<1.0 


<1.0 


<1.5 




14/12 


J21 Vaccination 


1.6 


<1.0 


< 1.0 


<1.5 


20 


04/01 


J42 vaccination 


3.8 


2.6 


1.7 


1.9 


01/02 


J70VRSIN/ IT 


2.7 


2.8 


2.6 


3.7 




08/02 


J77 sacrifice 


4.1 


2.6 


1.7 


3.1 



Veaux auxquels a ete administre 500 ng GlvAC - KLHen adjuvant incomplet de Freund a trois 
occasions a 3 semaines d'intervalles. 

25 

REPONSE AU CHALLENGE DU VIRUS 



30 



Veaux 


Vaccination 


Relargage 
nasopharyngeal 


J7 Virus du poumon 


% pneumoniae 






No jours 


Titre max. 


Titre LBA 
(pfu/ml) 


Poumon 
Homog. 


3432 


KLH + FIA 


3 


5.1 x 10 3 


1.4 x 10 2 


3/3 


12 


3440 


Peptide - 
KLH + FIA 


2 


5.5 x 10 2 


<0.7 


0/3 


<1 



35 
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REPONSE EN ANT1CORPS CIRCULANTS 



5 







Titre IoeIO ELISA (BRSV Snook) 


Veaux 


Vaccination 


JO 


J24 


T42 


J68 


J75 


4138 


KLH + FIA 


<1.5 


<1.5 


<1.5 


<1.5 


2.4 


4140 


* Peptide - KLH 
+ FIA 


<1.5 


<1.5 


3.0 


2.5 ~ 


2.9 



!0 * Veau auquel a ete administre 500 ug de BP 4006 - KLH en adjuvant incomplet 
trois occasions a trois semaines d'intervalle. 



REPONSE AU CHALLENGE DU VIRUS 



15 


Veaux 


Vaccination 


Relargage 
nasopharyngeal 


J7 Virus du poumon 


% pneumoniae 








No jours 


Titre max. 


Titre LB A 
(pfu/ml) 


Poumon 
Homog. 






4138 


KLH + FIA 


5 


4X10 1 


6.5 x 10 2 


2/3 


27 


20 


4140 


Peptide - 
KLH + FIA 


4 


2 x10 s 


7.0 x 10 1 


3/3 


2 



25 



30 
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LISTE DE SEQUENCES 
(1) INFORMATIONS GENERALES : 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: PIERRE FAB RE MEDICAMENT 

(B) RUE: 17 , AVENUE JEAN MOULIN 

(C) VILLE: CASTRES 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 81106 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: ELEMENT D' IMMUNOGENE, AGENT IMMUNOGENE, 
COMPOSITION PHARMACEUTIQUE ET PROCEDE DE PREPARATION. 



(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 75 

(iv) FORME DECHI FFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D 1 EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 



(vi) DONNEES DE LA DEMANDE ANTERIEURE: 

(A) NUMERO DE LA DEMANDE: FR 94 04 009 

(B) DATE DE DEPOT: 06-AVRIL-1994 



Ihfannaticn pour la £XQ ID NO : 1 <2A 



TYPE EE SEQCENCE : artripff endues et nucleotides 

T, CM? FIR EE LA SEQUENT : 101 aririps amines, 303 nucleotides 

NMRE EE ERINS : sinple 

CnsJFTGGROTKN : lineaire 



TYEE EE MXEEQLE : proteins 
130 

N - Thr Vial lys Thr Lys Asn Thr Thr Thr Thr Gin Thr Gin Pro Ser Lys Pro Thr Thr Lys 
5'- PCC GIG AAA ACC AAA AAC AX PCG PCC PCC CPG ACC CAG OCG PCC AAA CDS PCC PCC AAA 
150 

Gin Arg Gin Asn lys Pro Pro Asn Lys 'Pro Asn Asn Asp Fhe His Ete Glu Val Ete Asn Ete 
CBG CGT CPG PPC AAA CDS OCG AAC AAA OCG AAC AAC Off TIC CM? TIC GAA GIG TIC A?C TIC 
171 173 176 182 186 

Val Pro Cys Ser He Cys Ser Asn Asn Pro Thr Cys Trp Ala He Cys'lys Arg He Pro Asn 
GIG OCG m AQC ATC HOC PCC AAC AAC COS PCC TGC 103 GCG AIC TOO AAA GST ATC CTJG A7C 
192 

Lys Lys Pro Gly lys Lys Thr Thr Thr lys Pro Ihr lys lys Pro Ihr Ete Lys Thr Ihr lys 
AAA AAA GCG G3C AAA AAA PCC AOG AGC AAA COG ACC AAA AAA GOG PCC TIC AAA ACC ICC AAA 
213 230 
lys Asp His lys Pro Gin Thr Thr lys Pro lys Glu Val Pro Thr Thr lys Pro - C 
AAA OCT COT AAA GOG CJG PCC PCC AAA Q0G AAA CTA GIG COS ACC AOC AAA O0G - 3' 
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3h0 HHHtd jcn pour la SEQ 3D NO : 2 G2B 

TYEE IE SEQUENCE : ariries amines et nLclectides 
KH3JBUR EE IA SHJTFNCE : 101 are tips amines, 303 nucleotides 
NZMERE EE ERUSE : sdnpLe 
: lineaire 

TWEE EE MXHXILE : proteine 
130 

N - Thr Ma Gin Thr lys GLy Arg He Thr Thr Ser Thr Gin Thr Asn lys Pro Ser Ihr Jj/s 

5'- ArocGCMAXMAaaccGrfflcwrAXArM: cpg ax: aa: aaa ax ax ax aaa 

150 t 
Ser Arg Ser lys Asa Pro Pro lys lys Pro lys Asp Asp Tyr His Fbe GLu \fetl the Asa Fbs 
AGC CUT AGC AAA ABC CDS OCG AAA AAA COS AAA GOT GKT TFC CAC TIC GAA GIG TIC A£C TTC 
171 173 176 182 186 

Val Pro Cys Ser lie Cys Gly Asn Asn Gin Lai cys lys Ser He Cys lys Thr He Pro Ser 
GIG OX U3Z AX A1C TGC G3C ABC AAC (3G CIG TGC AAA AGC ATC TGC AAA AX AIC 0CG A3C 
192 

Asn lys Pro lys lys lys Pro Ihr lie lys Pro Ihr Asa lys Pro Thr Thr lys Thr Thr Asa 
AAC AAA GCG AAA AEG AAA COG AX ATC AAA COG AX AAC AAA 003 AGC AX AAA ME 
213 230 
lys Arg Asp Pro lys Thr Pro Ala lys Met Pro lys lys Glu He He Thr Asn - C 
AAA GGT OT OCG AAA AGC COG GCG AAA AIG CCG ABG AAG OA ATC AIC AX ABC - 3' 

B rifi i nmtim pour la SEQ 3D NO : 3 G2A5cys 

TVEE IE SEQUENCE : arrirjps amines et nixileotides 

TfTTTFIR IE IA SEQUENCE : 101 acririps amines, 303 nucleotides 

NCM3RE EE BR3NS : sinple 

OCNFTGCPAEECN : lineaire 



TYEE EE MXECULE : proteine 



N - 
5'- 



130 

Thr Val lys Thr lys Asn Thr Thr Thr Thr Gin Thr Gin Pro Ser lys Pro Thr Thr lys 
AX GIG AAA AGC AAA AAC AGC AOG AX AGC CFG AOC CFG OX AX AAA COG AX AX AAA 
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150 

Gin Arg Gin Asn Lys Pro Pro Asn lys Pro Asn Asn Asp Ehe His Fhe GOLu Val Ehe Asn Ehe 
CEG CGT CTG AAC AAA GOG CTG AAC AAA CTG AAC AAC Off TIC COT TIC QA GIG TIC AAZ TIC 
171 173 176 182 1B6 

Pro Sear Ser He Cys Ser Asn Asn Pro Thr Cys Trp Ala lie Ser lys Arg He Pro Asn 
GIG OX AX AX AIC TX AX AAC AAC OX AX TX TX GOG AIC A3: AAA CGT AIC CTG AAC 
192 

lys lys Pro GLy lys lys Thr Thr Ihr Lys Pro Thr Lys Lys Pro Thr Ete lys Thr Thr Lys 
AAA AAA OQS GX AAA AAA. M MS ACC AAA OCD AX AAA AAA CDG ACC TIC AAA MC MC AAA 
213 230 
Lys Asp His Lys Pro Gin Ihr Ihr Lys Pro Lys Gin Val Pro Tnr Ihr Lys Pro - C 
AAA GKT COT AAA CDG CJC ICC AX AAA 0CG AAA (3A GIG OCG AX PCC AAA CDS - 3' 



pour la SEQ 3D NO : 4 G2B5Cys 



THFE EE SEQUENCE : aciri?s amines et nucleotides 

IOGLBLR EE IA SEQUENCE : 101 ariries amines, 303 raxOeotidtes 

K>HxE EE HRH^ : sinple 

aCNFTCtFRSCTECN : lineaire 



TY£E EE MXECULE : probeine 
130 

N - Thr Ala Gin Thr Lys GLy Arg lie Thr Thr Ser Thr Gin Thr Asn lys Pro Ser Thr lys 
5»- ACC GX CFG AX AAA GX CGT ATC AX AOC AX AX CFG AX AAC AAA OCG AX AX AAA 
150 

Ser Arg Ser lys Asn Pro Pro lys lys Pro lys Asp Asp Tyr His Ete Glu Val Ehe Asn Ete 

AX CGT AX AAA AAC OX CEG AAA AAA CDG AAA GXT GPCC TEC C2C TTC OA GIG TIC AAC TEC 

171 173 176 182 1B6 

Val Pro Ser Ser He Cys GLy Asn Asn Gin leu Cys lys Ser lie Ser lys Thr He Pro Ser 

GIG OX AX AX AIC TX OX AAC AAC CFG CIG TX AAA AX AIC AX AAA AX AIC 003 AX 

132 

Asn lys Pro lys lys lys Pro Thr He lys Pro Thr Asn lys Pro Thr Thr lys Thr Thr Asn 
AAC AAA OCG AAA AAG AAA CEG AX AIC AAA COS AX AAC AAA 033 AX AX AAA AX AX AKT 
213 230 
lys Arg Asp Pro lys Thr Pro Ala lys Met Pro lys lys Glu He He Thr Asn - C 
AAA CGT GFfT OCG AAA AX CCS GX AAA AK3 COS AAG AAG <3W AIC AIC AX AAT - 3» 
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Txnfi iriiHticn pour la SEQ ID NO : 5 

TVEE EE SEQUENT : art dps atones et nixiebtides 
ICN3GBGR EE IA SEQUENCE : 14 arridps amines, 42 nLxOjebtides 
JOERE EE BRINS : sdnple 
(XNFTCURRKrECN : lineaixe 

TYEE EE MXBOULE : peptide 

174 176 182 186 187 

N - Ser He Cys Ser Asn Asn Pro Thr Cys lip Ala He Cys Jjys - C 
5 1 - POC ATC IOC AGC AEC COG PCC HOC H33 QGG AIC TOC AAA. - 3' 

I nfi unHtd jcn pour la SEQ 3D NO : 6 GlBCye 

TYPE EE SEQUENCE : acides amines et nucleotides 
IEN3JEIR EE IA SEQUENCE : 14 aridps amines, 42 nucleotides 
N>ERE EE ERUSB : simple 
uj^igJRATICN : lineaire 

TYPE EE MXHXILE : peptide 

174 176 182 186 187 

N - Ser He Cys GOLy Asn Asn Gin Leu Cys Lys Ser He Cys lys - C 
5'- AGC AIC T3C Q3C ABC ABC CEG CIG HOC AAA AGC ATC TOC AAA - 3* 

I n fi n iiHtirn pour la SEQ 3D NO : 7 GQA 

TYPE EE SEQUENCE : an' fire amines et nucleotides 
ICN3UBUR EE IA SEQUENCE : 14 arrides amines, 42 nucleotides 
N>ERE EE HUN3 : simple 
(XNFTCTJRKTICN : lineaire 

1YH2 EE MXB3XE : peptide 
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174 176 182 186 187 

N - Ser He Cys Ser Asn Asn Pro Thr Cys lip Ala He Ser Lys - C 
5 1 - AT AIC PGC AAC AAC CEE MC TOC 103 G33 AIC A3C AAA. - 3' 

JVifnriiHHm pour la SBQ ID NO : 8 GIB 

TYPE EE SEQUENT : arntips amnes et njclebtictes 
TrmFTR EE LA SEQUENCE : 14 acifies anines, 42 nucleotides 
IsOERE EE H?INS : sdnple 
UJNbiuJRHnCN : lineaire 

TYPE EE MXEEULE : pppTirlp 

174 176 182 186 187 

N - Ser He Cys GLy Asn Asn Gin Leu Cys Lys Ser He Ser Iys - C 
5'- AGC AIC HOC G3C AAC AAC CEG CTG TGC AAA A3I ATC MC AAA - 3' 

I nfill i iHt icn pour la SEQ ID NO : 9 GL'A 

TYPE EE SEQUENCE : arrives amines 
TfTTTTTR EE LA SFQTTFNCE : 14 aHripg anilfeS 
lOERE EE HOTS : siirple 
tXNFIGCRACITON : lineaire 

TYPE EE MXEEULE : p=yridp 



174 176 182 186 187 

Ser He Asp Ser Asn Asn Pro Thr Qm Trp Ala He Cys lys - C 
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3 nft. i u i Mti cn pour la SEQ 2D NO : 10 GGL'B 

TYPE EE SEQUENCE : arnHeg amines 
LCN3QBLR EE IA SEQUENCE : 14 aHHpg amines 
lOBE EE ERIN3 : simple 
: lineaire 

TYEE EE MXECULE : p=r*"»He 

174 176 182 186 187 

N - Ser lie Asp Gly Asn Asn Gin leu Qm Lys Ser He Cys Lys - C 

Tnfru i i HH cn pour la SEQ 3D NO : 11 GL'AfiC 

TYEE EE SEQUENCE : arnrire amines 
1CM3UEUR. EE IA SEQUENCE : 14 *rnf*=*= amines 
N3VERE EE HONS : simple 
CENraGURKEKN : lineaire 

TYPE EE MTFO.IT K : r p3 T < "' v ^ 

174 176 182 186 187 

N - Ser He Asp Ser Asn Asn Pro Thr Qm lip Ala lie Ser lys - C 



pcur la SEQ 3D NO : 12 G1*B5C 

TVEE EE SEQCEICE : ar-jries amines 
ICN3JEER EE IA SEQCEXCE : 14 arrives amines 
N3VERE EE BR2NS : simple 
CCNFTQLRKEKN : lineaire 

TOE EE M3JECULE : ppptirte 



174 176 182 186 187 

N - Ser He Asp Gly Asn Asn Gin Leu Qm lys Ser He Ser Iys - C 
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Tnfr i THHti cn pour la SQ ID NO : 13 P40 



TYEE EE SEQUENCE : arifips amines et oicleoticfes 

ICN3CJEIR EE IA SBJJEJ<CE : 335 ariffes amines, 1005 nucleotides 

NMRE EE : simple 

(JLWtUJULEKTICN : lineaire 



TYFE EE MXEEULE ; proteine 



P40 = N -Ala Pro Lys Asp Asn Thr Trp Tyr Ala GLy GLy Lf/s Leu Gly Tip Ser 
GZT CDG AAA GOT AAC ACE TOG TOT OCA GGT G3T AAA dG G3T TQ3 ICC 

17 

Gin Tyr His Asp Thr Gly Ehe Tyr Gly Asn GLy Fhs Gin Asn Asn Asn Gly Pro 
C2G TOT OC CSC ACT G3T TTC T7C Q3T AAC GGT TIC CPG PfiC P2C PPC QGT 033 
35 

Thr Arg Asn Asp Gin leu Gly Ala Gly Ala Ihe Gly Gly Tyr Gin Val Asn Pro 
ACC OGT AAC ®T CPG CJT GGT (XT OJT GJ3 TTC GGT Q3T TAC CM GIT AWT CDG 
53 

Tyr Leu Gly Ihe Ghi Mst Gly Tyr Asp Trp Leu Gly Arg Ntet Ala Tyr Lys Gly 
TAC CIC GGT TTC C3\A ATG GGT TOT G^C TG3 CTG G3T CGT AIG OCA TOT AAA G3C 
71 

Ser Val Asp Asn Gly Ala Ihe Iys Ala Gin Gly Val Gin Leu Thr Ala Lys Leu 
AST GIT OC AAC GGT OCT TTC AAA GIT OG GQ£ GIT CAG GIG PCC GCT AAA CIG 
89 

Gly Tyr Pro He Thr Asp Asp Leu Asp He Tyr Thr Arg Leu GLy Gly ffet Val 
GGT TAC OGS AUC ACT ®C GOT CIG GAC AIC TPC AX CGT CTG G3C G3C AIG GIT 
107 

Trp Arg Ala Asp Ser Lys Gly Asn Tyr Ala Ser Thr Gly Val Ser Arg Ser GLu 
T03 CX3C OCT ®C ICC AAA GGC AAC TPC OCT TCT PCC Q3C GIT TOC CGT PGC <3*A 
125 

His Asp Thr Gly Val Ser Pro Val Ihe Ala GLy Gly Val GLu Trp Ala Val Thr 
CAC C3C ACT GGC GIT ICC OCA GUV TTT OCT Q3C Q3C GIA GEG TOG OCT GIT PCT 
143 

Arg Asp He Ala Thr Arg Leu GLu Tyr Gin Trp Val Asn Asn lie Gly Asp Ala 
CGT OC AOC OCT ACC CGT CTG (3*A TAC CPG TOG GIT PPC PPC AIC GGC <5C G3G 



161 

Gly Thr Val GLy Thr Arg Pro Asp Asn GLy Nfet Leu Ser Leu Gly Val Ser Tyr 
GGC ACT GIG GGT ACC CGT GCT WT PPC G3C AIG CTG PGC CIG QT GIT TOC TAC 
179 

Arg Ihe Gly Gin Gki Asp Ala Ala Pro Val Val Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala 
OX: TTC GGT CPG <3A OCT GCT GCA COG GIT GTT GCT OQG GCT O0G GZT COG OCT 
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197 

Pro GLu Val Ala Thr lys His Ebe Ihr Leu Lys Sear Asp \fel Leu Phe Asn Ete 
QI? <3*A GIG OCT PCC PPG CPC TIC AT CEG AEG TCT CSC GIT CIG TIC AWT TIC 
215 

Asn Lys Ala Thar Lea lys Pro Glu GLy Gin Gin Ala Lea Asp Gin Lea iyr Ihr 
MC AAA OCT PCT CIG AAA CDS GAA GGT CFG CFG OCT CIG CFG CIG T2C ACT 
233 

Gin tcti ser Asn Net Asp Pro Lys Asp GLy Ser Ala Val Val Leu GLy iyr Ihr 
OK3 CIG PGC PPC KEG OlT CCD AAA GPC G3T ICC GCT GIT GIT CIG G3C 1AC ACC 
251 

Asp Arg He GLy Ser GLu Ala iyr Asn Gin Gin Leu Ser GLu Lys Arg Ala Gin 
GfiC CQC ATC G3T ICC <3*A OCT TfiC AAC CM CPG dG TCT OG AAA G3T OCT CEG 
269 

Ser Val Val Asp iyr Leu Val Ala Lys GLy lie Pro Ala GLy lys He Ser Ala 
ICC GIT GIT C5C TPC CIG GIT OCT AAA G3C AIC CDS OCT G3C AAA AOPC ICC OCT 
287 

Arg GLy Mst GLy GLu Ser Asn Pro Val Ihr GLy Asn Ihr Cys Asp Asn Val lys 
CK: G3C A3G G3T (3*A ICC AfiC CCD GIT M G3C AAC ACC 1GT <3>C AfiC GIG AAA 
305 

Ala Arg Ala Ala Leu He Asp Cys Leu Ala Pro Asp Arg Arg Val GLu He GLu 

OCT CDC OCT OCC CIG JOT CTT IOC CIG OCT CDS ®T GET CUT GIA GBG AIC 

323 335 

Val lys GLy iyr Lys GLu Val Val Ihr Gin Pro Ala GLy TER - C 

GIT AAA G3C UC AAA GAA GIT GIA ACT CFG COS OCG GGT TAA - 3' 



T n f rttn H Hm pour la SEQ 3D NO : 14 C2A&F 



1YEE EE SEQUENCE : j*HHpc; amines et nucleotides 
LOGJEUR EE LA SEQUETCE : 101 aHHpg amines, 303 
MME EE ER3N3 : sinple 
aiNFT3LROTICN : lineaire 



TYIE EE MXEXXILE : proteine 
130 

N - Ihr Val Lys Ihr lys Asn Ihr Ihr Ihr Ihr Gin Ihr Gin Pro Ser Lys Pro Ihr Ihr Lys 
5'- PCC GIG AAA ACC AAA AAC ACC MS MC M CEG ACE CFG CDS AGC AAA OCG ACC FCC AAA 
150 163 155 168 170 

Gin Arg Gin Asn lys Pro Pro Asn lys Pro Asn Asn Asp Ser His Ser GLu Val Ser Asn Ser 
CFG CGT CM PPC AAA GOG CCD AAC AAA CCD AAC AAC GO 1 ICC CAT ICC GAA GIG IOC AAC TCC 
171 173 176 182 186 

Val Pro Ser Ser He Cys Ser Asn Asn Pro Ihr Cys Trp Ala He Ser lys Arg He Pro Asn 
GIG CEG PGC PGC fflC HOC PGC AAC AAC CCD ACC HOC TOO G33 AIC PGC AAA CGT A1C CCD AAC 
232 

Lys lys Pro GLy Lys Lys Ihr Ihr Ihr Lys Pro Ihr lys lys Pro Ihr Phe lys Ihr Ihr lys 
AAA AAA CDS G3C AAA AAA ACC AGS PCC AAA CEG ACC AAA AAA CDG PCC TIC AAA AOC PCC AAA 
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213 230 
U/s Asp His Lys Pro Gin Thr Thr Jj/s Pro Lys Gin Val Pro Thr Thr Lys Pro - C 
AAA GO* COT AAA CDS CSG AT ADC AAA CDS AAA CPA GIG GCG ftp? m AAA 003 - 3' 

T ii Pt ir i iHt - i an pour la SBQ ID NO : 15 G4A 

TYPE EE SEQCECE : pHfips arnines et nucleotides 
TfTTTFTR EE IA SHJFNCE : 17 aririps amines, 42 nucleotides 
HMRE EE : sinple 

OCNFIGLPOTECN : lineaire 

TYPE EE MXEHJLE : pqptidg 

171 173 176 182 186 187 

N - Vial Pro Cys Ser He Cys Ser Asn Asn Pro lhr Cys Ttp Ala He Cys lys - C 
5'- GIG COG IOC POZ AIC IGC AGC AAC AAC CCG ACE TJGC 1Q3 G3S AIC IOC AAA - 3* 

In ft i t ii Hticn pour la SEQ ID NO : 16 Q4A5C 

TYPE EE SEQUENCE : acides anunes et nucleotides 
ICNSUEER EE IA SEQUENCE : 17 arides amines, 42 nucleotides 
NME EE ERU© : sinple 
CCNFIGLRKI1CN : lineaire 

TYPE EE MXEEULE : pppTiiip 



N - 
5*- 



171 173 176 182 186 187 

Val Pro Ser Ser He Cys Ser Asn Asn Pro Ihr Cys Ttp Ala He Ser Lys - 
GIG COS POC K3C AIC U3C POC AAC AAC QCG ACC T3C IQ3 GOS AIC POC AAA - 



C 
3' 
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pour la SEQ 3D NO : 17 



G4B 



TVPE EE SEQUENCE : amines et ntcleotidfes 

IfN jf.T E TJ R IE IA SEQUENCE : 17 arrides amines, 42 nixiLeotkfes 
NMRE EE ERINS : simple 
CCNFOEURKncN : lineaixe 

TVPE EE MXB3JLE ; p^-j^V* 



5' -GIG CXC TQC MC AIC 1X32 G3C AAC AAC CSG CIG TOT AAA AIC *IGC AAA. - 3' 



TXEE EE SEQCENCE : ari^PQ amines et nLcleotictes 
IOEUEER EE IA SEQUENCE : 17 acrides amines, 42 nucleotides 
N>BRE EE ERUSB : sdnple 
OCNFTOURATICN : lineaixe 

TVEE EE MX03XE : peptide. 



5' -GIG OX A3C POC AIC 1GC G3C AEC AEC CEG CIG TGC AAA. A3C AIC A3C AAA. - 3' 




I n ft im i hH ch pour la gpp 3D NO : 18 



GfflSc 




J hfrtf ii HtAcn pour la SEQ 3D NO : 19 



G4'A 



TYEE EE SEQUENCE : arides amines 



T f U XTETR EE IA SEQUENCE : 17 arnHoc amines 



N3^H5E EE H£Q© : simple 



CENFlGCKmru : lineaixe 



TXFE EE MXB3XE : p^irW 

171 173 176 182 2SS 187 

N - Val Pro Asp Ser lie Asp Ser Asn Asn Pro Thr Qm Trp Ala He Qm Lys 
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flifuuiHC icn pour la SEQ 3D NO : 20 Qi*p£c 

TYPE EE SEQUENCE : artries amines 
IOM3CBCR EE IA .SRJFNCE : 17 artrips amines 
N>ERE EE ERBE : ample 
(XNFIOLROTKN : lineaire 

*KFE EE MXEEULE : pyfririp 

171 173 176 182 186 187 

N - Val Pro Ser Ser lie Asp Ser Asn Asn Pro Thr Qm Trp Ala He Ser lys - C 



l pour la SEQ 3D NO : 21 G4"B 

TYFE EE SEQUENCE : arHHpg amines 
IEN3JELR EE IA .SFgTNJS : 17 aeiflfrs amines 
N>ERE EE BRUsB : simple 
CCNFIQCKSlEKN : linmire 

TYPE EE MXEEULE : pppfcirie 

171 173 176 182 186 187 

N - Veil Pro Asp Ser lie Asp dy Asn Asn Gin Leu Qm lys Ser He Qm Iys - C 



3n£caiatd£Zi pour la SEQ 3D NO : 22 Q4'BSC 

TYPE EE SEQUENCE : art tips amines 
KK3JELR EE IA SEQCINCE : 17 arnr^aq amines 
N>H?E EE EKEE : sdnple 
OCNIOEURKnEN : lineaire 

TYPE EE MXEEULE : pppHrip 



171 173 176 lfl2 186 187 

N - Val Pro Ser Ser He Asp (Sly Asn Asn Gin Leu Qm Lys Ser He Ser Iys - C 
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In fuMiHtira pour la SEQ 3D NO : 23 G20QA 

TYPE EE SEQCENCE : acirte? amines et rnxiLeotides 
ICN3LELR EE IA SEQUENCE : 61 aciries amines, 183 nucleotides 
NOERE EE ERIN3 : ample 
(XNET33JRKnCN : lineaire 

TYEE EE MXEEULE : proteins 
140 

N - Gin Thr Gin Pro Ser lys Pro Thr Thr Lys Gin Arg Gin Asn Lys Pro Pro Asn 
5'- CAG ACC CAG OCG AGC AAA GQS AGC AGC AAA. CM CGT OG AAC AAA OCG OCG A?C 
158 173 176 

Lys Pro Asn Asn Asp Ete His the GLu Val Ehe Asn Ehe Val Pro Cys Ser He Cys 
AAA CTI3 AAC AAC OCT TEC CKT TTC (3^A GIG TIC AAC TIC GIG CDS 1GC AGC AIC TGC 
177 182 186 

Ser Asn Asn Pro Ihr Cys Trp Ala He Cys Lys Axg He Pro Asn Lys Lys Pro GLy 
AG? ABC A?C 033 ACC T3C TG3 GCG AIC IOC AAA. CGT ATC OCG RFC AAA AAA CD3 G3C 
196 200 
Lys lys Thr Thr Thr - C 
AAA AAA AGC AOS ACC - 3' 

X nfnnivttlcn pour la SEQ 3D NO : 24 G198A 

TYPE EE SEQUENCE : acririps amines et nucleodbdes 
LCMXELR EE IA SEQUENCE : 59 arriries amines, 177 nrieotides 
NCMERE EE ER3N5 : sinple 
(XNETOLRKEICN : lineaixe 

TYEE EE MXB3XE : proteins 
140 

N - Gin Thr Gin Pro Ser lys Pro Ihr Thr Lys Gin Arg Gin Asn lys Pro Pro Asn 
5'- CAG AG? CAG OCG AGC AAA OCG ACE AOC AAA C2G CUT CBG AAC AAA CDG G33 AAC 
158 173 176 

Lys Pro Asn Asn Asp Ehe His Ehe GLu Val Ehe Asn Ehe Val Pro C^s Ser He Cys 
AAA CEG AfC ABC GKT TIC CAT TIC <3)A GIG TIC AAC TIC GIG OCG TGC AGC AIC TGC 
177 182 186 

Ser Asn Asn Pro Ihr Cys Trp Ala He Cys Lys Arg He Pro Asn Lys Lys Pro Gly 
AGC AAC AAC OCG ACC TGC TQ3 GCG AdC TO? AAA CGT A2C GCG AAC AAA AAA GOG G3C 
196 198 
lys lys Thr - C 
AAA AAA ACC - 3* 
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TnH u ii Ht-i cn pour la SEQ ID NO : 25 GL96& 

T¥EE EE SEQUENT : arifies amines et nLi^leotides 
ICNXEUR EE IA SEQCENCE : 57 amines, 171 

N>ERE IE ERITC3 : srinple 
<XNFD3LR?ai3CN ; lineaire 



TXEE EE mtfttttp : proteins 



140 



N - Gin Tfrr Gin Pro Ser Lys Pro Thr Thr Lys Gin Arg Gin Asn Lys Pro Pro Asn 
5'- CEG ACE CEG CCG AGC AAA OCG ADC ADC AAA CEG GST CM A?C AAA COS O0G AftC 
158 173 176 

lys Pro Asa Asn Asp Ite His the GLu V^l Ite Asn Ite V^l Pro Cys Ser He Cys 
AAA O0G ARC ABC GKT TIC COT TIC (3*A GIG TIC AEC TIC GIG OCG TX3C A3C A3C TQC 
177 182 186 

Ser Asn Asn Pro Thr Cys Ttp Ala He Cys Lys Arg He Pro Asn lys lys Pro GLy 
AGC AfiC AfiC OCG ADC TGC TCG GOG AIC TOC AAA OGT ACIC 003 A?C AAA AAA OCG GGC 
196 

l^s - C 
AAA - 3' 



Xn fmiiHt icn pour la SEQ ID NO : 26 



G194A 



1¥FE EE SEQCENCE : an'rfpg amines et nuileatiaes 

ion FIR EE IA SEQCENCE : 55 am'rfes amines, 165 ixcLeotirfes 

NMRE IE H?INS : sdnpGbe 

Cn^EDOGRKTEN : lineaire 



THE EE MXEEULE : proteine 



140 



N - Gin Thr Gin Pro Ser lys Pro Thr Thr lys Gin Arg Gin Asn lys Pro Pro Asn 
5'- CPG AOC CEG CCG AGC AAA CDS ADC ACC AAA CPG Q3T CBG APC AAA CCG CTJG AOC 

173 176 

lys Pro Asn Asn Asp Ite His Ite GLu Val Ite Asn Ite Val Pro Cys Ser He cys 
AAA OCG ABC ABC OTT TIC COT TIC GPA GIG TIC AftC TIC GIG 033 HOC POC AIC TOO 
177 182 186 194 

Ser Asn Asn Pro Uir cys Tip Ala He Cys lys Arg He Pro Asn lys lys Pro - C 
AGC AfiC AfiC COS ADC TGC TGS G3S AdC IGC AAA 0BT ACIC 003 AftC AAA AAA COG - 3' 
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JhfnnrntjLon pour la SEQ 3D NO : 27 GX92A 



T¥EE IE SEQUENCE : acities amines et nu^Lectides 
ICN3UEER EE LA SEQUENCE : 52 arides amines, 156 nucleotides 
NCM3RE EE ERUSB : sinple 
<JCNfrl(ljRMri£N : linsaire 



THfE EE MXEEULE : prcteine 
140 

N - Gin Thr Gin Pro Ser lys Pro Thr Thr Lys Gin Arg Gin Asn lys Pro Pro Asn 
5 ! - C8G PCX2 C2G COS 2QC AAA. CDS ACC -AGC AAA G*3 CGT CBG A?C AAA. COS 003 A?C 
158 173 176 

Iys Pro Asn Asn Asp Ihe His Ihe Glu Val Ihe Asn Ihe Val Pro Cys Ser lie Cys 
AAA CH3 AAC AAC <3XT TIC COT TIC CSft. GIG TIC AEC TIC GIG CCG IOC A3C AIC IOC 
177 182 186 132 

Ser Asn Asn Pro Ihr Cys Tcp Ala He Cys lys Arg lie Pro Asn Lys - C 
PQC AfiC AAC 003 PCC 1GC T03 GCG AIC HOC AAA CGT AEC COS AA2 AAA - 3' 



InfeaaxafcLon pour la SEQ ID NO : 28 Q6A 



TYPE EE SEQUENCE : acirto amines et nucleaticfes 
UN3JBJR EE IA SEQUENCE : 51 arifjpp; amines, 153 nuclebtixtes 
NCMERE EE ERUSB : sinple 
GCNFTQURKTECN : lineaire 



TfFE EE MXB3XE : proteine 
140 

N - Gin Ihr Gin Pro Ser Lys Pro Ihr Thr Iys Gin Arg Gin Asn Lys Pro Pro Asn 
5'- CPG PCC CPG CCG PC3C AAA CDS PCC POZ AAA CM3 CET CFG PPC AAA GCG COS AA2 
158 173 176 

lys Pro Asn Asn Asp Ihe His Ihe Glu Val Ihe Asn Ihe Afel Pro Cys Ser He Cys 
AAA COS AAC AAC GKT TIC CKT TIC GAA GIG TIC A?C TIC GIG CCG TGC AG? AIC TGC 
177 182 186 ISO 

Ser Asn Asn Pro Ihr Cys Trp Ala He Cys I#s Arg He Pro - C 
A3C AAC AAC CDS -AOC TOC T33 COS ATC 1GC AAA CGT AIC CCD - 3' 
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I t i T i n i i H i jjcn pour la SBQ ID NO : 29 G7A 



TOE EE SEQUENCE : acides amires et nxdjeotidtes 
TfMTWR EE IA SEQUENCE : 33 art fire amines, 99 nucleotides 
NCM53E EE ERUSB : sinple 
OCNE1GCRAIT3CN : lineaire 



TOE EE MXEEULE : proteire 



1S8 173 
N - I#s Pro Asn Asn Asp Fhe His Ehe Glu Val Ehe Asn Ihe Val Pro Cys Ser He 
5 1 - AAA COG AAC AAC OCT TIC COT TTC CffiA GIG TIC A?C TIC GIG CTJG HOC PGC AIC 
176 182 186 190 

Cys Ser Asa Asn Pro Thr Cys Trp Ala He Cys Lys Arg He Fro - C 
IOC PGC AAC AAC CDS PCC IOC TJ33 GOG AIC IOC AAA CGT AIC COS - 3* 



HiU im i hH rn pour la SEQ ID NO : 30 G20QA5C 



TOE EE SEQUENCE : ariries amines et nucleotides 

TfWTFTK EE IA SEQUENCE : 61 artf^PS amines, 183 nucleotides 

RMRE EE HUNS : sdnple 

aCMDQLRKEDCN : lineal re 

TYPE EE MXEELHJE : proteine 

140 

N - Gin Thr Gin Pro Ser Iys Pro Thr Thr Lys Gin Arg Gin Asn lys Pro Pro Asn 
5'- (3G fflC CSG CTJG AGC AAA. CCG AX PCC AAA OG CGT GG PPC AAA CCG COS PPC 
158 173 176 

Lys Pro Asn Asn Asp the His Ihe GLu Val Ehe Asn Ihe Val Pro Ser Ser He Cys 
AAA CCG AAC AAC OCT TTC COT TTC <3>A GIG TTC ABO TTC GIG <XG PCC PGC AIC HOC 
177 182 186 

Ser Asn Asn Pro Thr Cys Trp Ala He Ser Lys Arg He Pro Asn Lys Lys Pro GLy 
PGC AAC AAC COS ACC TGC TOG GOG AIC POC AAA CGT AIC GOG AWT AAA AAA CCG QOC 
196 200 
Lys lys Thr Thr Thr - C 
AAA AAA PCC PCG AX - 3' 
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pour la SEQ ID NO : 31 G1S8A5C 



TYPE IE SEQUENCE : ariries amines et nucleotides 
KN3CELR EE IA SEQCENCE : 59 arnrlefi amines, 177 nucleotides 
NMRE EE ERINS : sdnple 
(XMPTjOLRAITEN : linmire 



TYPE EE MTFTTTTE : paxteine 



140 

N - Gin Thr Gin Pro Ser Iys Pro Thr Thr I#s Gin Arg Gin Asn I#s Pro Pro Asn 
5'- CFG FCC CBG CDS AGC AAA COS M! MC AAA CM CGT C?G AAZ AAA GOG OCB A?C 
158 173 176 

Lys Pro Asn Asn Asp Ete His Ehe GLu \fol Ete Asn Ehe V^l Pro Ser Ser He Cys 
AAA CUB AAC AAC (5ff TIC COT TIC GAA GIG TIC AAC TIC GIG COG FGC FGC mC TX3C 
177 182 186 

Ser Asn Asn Pro Ihr Cys Trp Ala lie Ser Lys Arg lie Pro Asn Jj/s Iys Pro GLy 
FGC AAC AAC CDS ADC TOT TGS OCE ATC A3C AAA CGT AIC COS TtfC AAA AAA COS G3Z 
196 198 
Lys Ij/s Thr - C 
AAA. AAA. ACC - 3' 



I nfi ll i i Htira pour la SEQ ID NO : 32 G196&SC 

TYPE EE SEQUENCE : arnrt?s amines et rnmleotides 
ICNSUELR EE IA SEQUENCE : 57 ariries amines, 171 nuciLeotiffes 
N>ERE EE HONS : sinple 
CCNFK3CKKEECN : lineaire 

TYPE EE MXEEULE : prcteine 

140 

N - Gin Thr Gin Pro Ser Lys Pro Thr Thr I#s Gin Arg Gin Asn Lys Pro Pro Asn 
5'- CFG FCC CFG CDS AGC AAA CDS ACE ADC AAA C7G CGT CFG AAZ AAA OCE CDS AM? 
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158 173 176 

lys Pro Asn Aai Asp Ite His Ite Gin Val Ete Asn Ite Val Pro Ser Ser lie Cys 
AAA 033 AAC AAC GO 1 TIC CRT TIC G?A GIG TIC AAC TIC GIG <XG PGC PGC ATC IOC 
177 182 186 

SerAsnAsnProlnrCysTrpAlalleSerl^ 

AGS AAC AAC OCG AGC TOT TG3 G33 AIC AG^ AAA. CUT AIC CDS A?C AAA AAA O0G G3C 
196 

Lys - C 
AAA - 3' 



. pour la SEQ ID NO : 33 G194A5C 

TYPE EE SEQUENCE : afriri es amines et nLxieotides 
TfNTFIR EE IA SEQtENCE : 55 ari^g amines, 165 
IOBRE EE EKDB : sinple 
CENFIGURKTICN : lineaire 



TYPE EE MXEEULE : proteins 
140 

N - Gin Thr Gin Pro Ser lys Pro Tnr Tnr lys Gin Arg Gin Asn lys Pro Pro Asn 
5'- CH3 ACC CTG CCG PGC AAA CCG ACC ACC AAA CTG CGT CPG AAC AAA CCG GOG AAC 
158 173 176 

lys Pro Asn Asn Asp Ite His Ete Gin V^l Ite Asn Ite \£1 Pro Ser Ser lie Cys 
AAA CCG AAC AAC ®T TIC COT TIC C3ft GIG TIC AAC TIC GIG 00S PGC PGC ATC 1GC 
177 182 186 

Ser Asn Asn Pro Thr cys Tcp Ala lie Ser lys Arg lie Pro Asn lys lys Pro - C 
PGC AAC AAC OCG PCC TOC 133 G33 A3C PGC AAA CGT A3C GCG A7C AAA AAA OCG - 3' 



J hfYu i i hH jcii pour la SEQ 3D NO : 34 G192ASC 



TYPE EE SEQUENCE : aririps amines et nucleotides 
IOCUEER EE LA SEQUENCE : 52 aririre amines, 156 nucleotides 
NCM33E EE HUJB : sinple 
CENFIGLFACTICN : lineaire 



TVEE EE MTFTTTTK : proteine 
140 

N - Gin Thr Gin Pro Ser lys Pro Thr Thr lys Gin Arg Gin Asn lys Pro Pro Asn 
5'- CPG PCC CPG CCG PGC AAA GCG PCC PGC AAA CPG CGT CPG PPC AAA OCG GOG AAC 
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158 173 176 

lys Pro Asn Asn Asp Ete His Ite GLu Val Ite Asn Ete Val Pro Ser Ser lie Cys 
AAA CDG AAC AAC GKT TIC Q£T TIC GIG TIC AAC TIC GIG OCG K3C PGC AIC TGC 
177 182 186 192 

Ser Asn Asn Pro Thr Cys Trp Ala He Ser Lys Arg He Pro Asn I^s - C 
AG2AACAAC COS PCC HOC TQS GTJS AIC AQC AAA Q3T AIC CDS A?C AAA - 3' 



pour la SEQ 3D NO : 35 GSA5C 

TYEE EE SEQUENCE : arHrfc>g arrires et nucleotides 
ICMXJEIR EE IA SEQUENCE : 50 acides amines, 150 nucleotides 
NMRE EE HUNS : sdnple 
CQ^ETGCRAITCN : lineaire 



TYEE EE MXEEULE : proteine 
140 

N - Gin Ihr Gin Pro Ser Iys Pro Thr Ihr I#s Gin Arg Gin Asn Iys Pro Pro Asn 
5'- CAG ADC CAG COS AGC AAA. CDS ACE AGC AAA CAG GST QG A?C AAA CDS COS ABC 
158 173 176 

Iys Pro Asn Asn Asp Ite His Ite GLu Val Ite Asn Ete Val Pro Ser Ser lie Cys 
AAA <XG AAC AAC ®T TIC COT TTC OA GIG TIC A?C TIC GIG OCG A3C TO AIC TOC 
177 182 186 190 

Ser Asn Asn Pro Tnr Cys Trp Ala He Ser Lys Arg He Pro - C 
AGC AAC AAC COS AOC TGCT TG3 GOS AIC AGC AAA 03T AIC CCG - 3» 



i pour la SEQ 3D NO : 36 G7A5C 



TYEE EE SEQUENCE : arides amines et nucleotides 
TfTXTFTR EE IA SEQUENCE : 33 ararttag amines, 99 nucleotides 
1O0?E EE HUJE : sinple 
CQsit 'iuLFKriCN : lineaire 

TYPE EE MXEEULE : proteine 



N - 
5'- 



158 173 

I#s Pro Asn Asn Asp Ete His Ete Gin Val Ete Asn Ete Val Pco Ser Ser He 

AAA COS AAC AAC OCT TTC CAT TTC C3\A GIG TTC P$C TTC GIG CCD K32 MC AIC 
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176 182 186 ISO 

Cys SerAsn Asn Pro Thr cys Ttp Ala He Ser Jj/s Arg He Pro - C 
TOC AGC AAC AAC CCG ACC TOO 1Q3 GCG AdC AQC AAA CGT AIC OCG - 3' 



l pour la SEQ 3D NO : 37 C20GB 

TYEE IE SEQUENCE : aridps aiiiije s et raxieotides 
ICN3GBUR EE LA SEQUENCE : 61 acidps amines, 183 rix£Lebtides 
NME EE HUNS : sinple 
03^'jJuLRAiUJLN : lineaixe 



TVPE EE MXEEULE : proteine 
140 

N - Ser Thr Gin Thr Asn lys Pro Ser Thr lys Ser Arg Ser Lys Asa Pro Pro lys Iys Pro 
5'- AGC AGC CBG ACC AAC AAA CDS AGC ACC AAA AGC CGT MC AAA Att GCG GCG AAA AAA CDS 
160 173 176 

Iys Asp Asp *iyr His Ihe GLu Val Ehe Asn Ite Val Pro Cys Ser He Cys GLy Asn Asn Gin 
AAA CTT CTT TAC CAC TIC OA GIG TIC AAC TIC GIG CEC IOC AGC AdC 1GC G3C A?C PPC CM 

182 186 200 

Leu cys U/s Ser He Cys lys Ihr He Pro Ser Asn Lys Pro lys lys Lys Pro Ihr He- C 
CCG TOC AAA AGC AOC TOC AAA ACC AJC OCG AGC AAC AAA OOG AAA AAG AAA COS ACT A3C- 3 * 



l pour la SEQ ID NO : 38 G198B 

TVEE EE SEQUENT: : arn dps amines et nucleotides 
TfMTFIR EE IA SEQCESCE : 59 aridps amines, 177 nucleotides 
N3VH?E EE ERHZ3 : sinple 
CCNFlGURKnCN : lineaire 



TYPE EE MXEEULE : proteine 
140 

N - Ser Ihr Gin Ihr Asn Lys Pro Ser Ihr Lys Ser Arg Ser I#s Asn Pro Pro Lys Iys Pro 
5'- AGC AX CAG POO AAC AAA CTJS AGC ACC AAA AGC 03T AGC AAA AAC GCG GCG AAA AAA OCG 
160 173 176 

Lys Asp Asp iyr His Ihe Glu Val Itoe Asn Ehe Val Pro Cys Ser He Cys Gly Asn Asn Gin 
AAA GKT CRT *DC CAC TIC C5tfV GIG TIC AAC TIC GIG G0C TGC AGC A0C 1GC G3C AKZ PPC CPG 

182 186 198 

leu Cys lys Ser He Cys lys Ihr He Pro Ser Asn Lys Pro Lys Lys lys Pro - C 
CCG IOC AAA POO AIC TOC AAA AGC AIC OCG AGC AAC AAA OCG AAA AAG AAA OCG - 3' 
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J hfVn HHti oi pcur la fiHQ 3D NO : 39 G1S6B 



TYPE EE SEQUENCE : arirtes amines et nucleoticfes 
IOSEUEUR EE LA SEQUENCE : 57 arrides amines, 171 nLcleotid^s 
NMRE EE ERISE : sinple 
<XNFTQURKTDCN : lireaire 



TYPE EE MXEOXE : proteins 
140 

N-SerThrGOnThrAsnl^ProSerTte 

5«-A3^Aa:<^Acr:AACAAAaEAar act aaa act: cgt ao: aaa asc ccg oce aaa aaa cog 

160 173 176 

I^^AspiyrHisItecauValEteAs^ 

AAA G^T GO 1 TEC CAC TIC OA GIG TIC AAC TIC GIG OCT TGC A3C ATC IOC G3C AAC A?C 

182 186 1S6 

leu Cys Iys Ser lie Cys Lys Thr lie Pro Ser Asn Iys Pro lys lys - C 
CIG TO: AAA. AGZ AIC TOT AAA JCC ATC CCG AGC AAC AAA CIG AAA AK3 - 3' 



Jfc ifnniHti cn pour la SEQ ID NO : 40 GL94B 



TYPE EE SEQUENCE : arririps amines et nxLLeotkfes 

ICNXBUR EE IA SEQUENCE : 55 aobctes amines, 165 nucleotides 

EE ERINS : simple 
CENFIGLRATICN : lineaire 

TYPE EE MXECULE : proteine 
140 

N-SerThrcnnThrAsnlysProSerlhrl^ 

5'- AGC ACC CAG ACC AAC AAA CCG POC AGC AAA PGZ CGT AGC AAA PPC CCG CCG AAA AAA CEG 
I 60 173 176 

Ij/s Asp Asp iyr His Ete GLu Val Ete Asn Eha Val Pro C^s Ser He Cys GLy Asn Asn Gin 
AAA GKT CSXT ISC CBC TIC <3A GIG TIC AAC TIC GIG CDC TOT POC AIC HOC G3C A?C ATC C7G 

182 186 154 

Leu cys Jj/s Ser lie Cys Lys Ihr He Pro Ser Asn Lys Pro - C 
CIG TOC AAA AGC AIC IOC AAA PCC AIC GCG A3T A?C AAA 003 - 3' 
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. pour la SEQ 3D NO : 41 G192B 

*T5ffE EE SEQUENCE : aririre amines et axcleoticfe 
TfTTTTFTR EE LA SEQUENCE : 53 arHHpg amines, 159 : 
M>ERE EE ERIbE : sdnpLe 
(XNKK3LRKTICN : lineaire 

1YFE EE MXEEULE : prcfceine 
140 

N - Ser Thr Gin Thr Asn I#s Pro Ser Thr Lys Ser Arg Ser Dys Asn Pro Pro lys lys Pro 
5'- AQC ACC CM ACC AAC AAA OCD AGE ADC AAA AGC C3T AGC AAA AAC CDS COS AAA AAA CCG 
160 173 176 

I#s Asp Asp iyr His Ehe GLu ^1 lbs Asn Ete Val Pro cys Ser He Cys GLy Asn Asn (Sin 
AAA OCT (30? TAC CJC TIC (3*A GIG TIC AAC TIC GIG OCT TX MC AIC T3C G3C APC A?C CM 

182 186 192 1 

Lea Cys Lys Ser He Cys Lys Thr lie Pro Ser Asn - C 
CIG TGC AAA AGC AIC TGC AAA AOC AIC GOS A3C A?C - 3* 



pcur la SEQ 3D NO : 42 GSB 



T¥EE EE SEQUENCE : arrirbs amines et rijclebtides 

IQGUELR EE LA SEQUENCE : 51 art rips amines, 153 rai^lebticfes 

NMRE EE HONS : sinple 

Q3SgTGLFAnCN : lineaire 

TOE EE MXEEULE : proteins 
140 

N - Ser Thr Gin Thr Asn Iys Pro Ser Thr Iys Ser Arg Ser Lys Asn Pro Pro Lys I#s Pro 
5'- AQC ACE CM ACC AAC AAA COS AQC ACE AAA AGC Q3T AQC AAA AAC COS G33 AAA AAA CDS 
160 173 176 

Iys Asp Asp lyr His fhe Glu Val Ite Asn Ehe Val Pro Cys Ser He Cys GLy Asn Asn Gin 
AAA ®T GO" TEC CSC TIC G*A GIG TIC AAC TIC GIG CTJC 1QC MC AIC 1QC Q3C PPC PPC CM 

182 186 190 

Leu Cys Lys Ser He Cys Lys Thr He Pro - C 
CIG 7GC AAA AGC AIC TGC AAA ACC AIC CDG - 3* 
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l pour la SEQ 3D NO : 43 G7B 

TYPE EE SEQCHSCE : arridps amines et nucleotides 
TfTTTTFTK EE IA SECUE*CE : 33 arides amines, 99 nucleotides 
lOERE IE ERINS : single 
UJ^'iGLRffenCN : linpflire 



TYPE EE MTHTITE : proteine 

158 173 176 

N - I#s Pro Lys Asp Asp iyr His Ite GLu Val Ete Asn Ete Val Pro Cys Ser lie Cys GLy 
5*- AAA CTG AAA. GKT CTT IPC CPC TIC GAA GIG TIC AAC TIC GIG CDC HOC POC AIC TGC G3T 

182 186 190 

Asn Asn Gin Leu Cys Lr/s Ser He Cys I#s Thr He Pro - C 
AAC A?C CTG CIG TOO AAA AGC ATC TGC AAA MC AIC CDS - 3' 



I nfrmmt djon pour la SEQ 3D NO : 44 G20QBdC 

TYPE EE SRJFICE : acrides amines et nucleotides 
ICN3BUR EE IA SEQUENCE : 61 arridps amines, 183 
NOERE IE ERINS : sinple 
OCNFlGLPAnCN : linsaixe 



TYPE EE MTHTIF ; proteine 
140 

N - Ser Thr Gin Tnr Asn lys Pro Ser Thr lys Ser Arg Ser Lys Asn Pro Pro lys lys Pro 
5'- TOO PCC CFG PCC AAC AAA, CTG POC ACC AAA POO (JOT POO AAA PPC CCG COS AAA AAA GCG 
160 173 176 

Lys Asp Asp Tyr His Ite GLu V^l Ite Asn Ite V&l Pro Ser Ser He O/s GLy Asn Asn Gin 
AAA GKT CSCT TEC CSC TIC GAA GIG TIC AAC TIC GIG OOO POC POO AIC TOO G3C AAC CM 

182 186 200 

Leu Cys V/s Ser He Ser lys Ihr He Pro Ser Asn Lys Pro Lys lys Lys Pro Thr He- C 
CIG IGC AAA POC A3C AAA ACC AIC CCD POC JVC AAA CDS AAA PPG AAA COG PCC AIC- 3 ■ 
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l pour la SEQ 3D NO : 45 GL98B5C 

TXEE EE SBQCENCE : art ties amines et nucleotides 
IfTTTFTR EE IA SB3COCE : 59 acides amines, 177 nucLectictes 
lOSRE EE ERINS : sunple 
CCNKEGCKKTBCN : lineaire 



EE MXEEULE : proteim 
140 

N-SerTnrCtaThrAsnl^EroSe^ 

s'-AarAarraAazATCAAAaas/rcAcc 

150 173 176 

I^AspAspiyrHisItecajj^I^Asn 

AAAOTG^TTCCKTIC^GIGTICATCTICGTC 

182 186 -Lgg 

I^cysI^SerneSerl^Thrn^ 

QG HOC AAA fflC AGC AAA AOC AdC 003 PQC AAC AAA CEG AAA. PtG AAA OOG - 3' 



> pour la SEQ 3D NO : 46 rnoffpft- 

TVEE EE SS3LENCE : acides amines et nucleatictes 
TfT T TFT . R EE IA SEQUENCE : 57 art tire amines, 171 raxieatides 
NMRE EE HUNS : sinple 
CCNFinjRKTKN : lineaire 



TYPE EE KXECULE : proteine 
140 

N-SerThr<^ThrAsnI^Pro 

5'- AQC ACC CEG PCC ABC AAA CDS PGC AX AAA AGC OGT AGC AAA A?C CDS CES AAA AAA CCS 
160 173 176 

I#s Asp Asp lyr His Fhe GLu Bte Asn Ite Val Pro Ser Ser lie Cys Gly Asn Asn Gin 
AAA GAT GXT TEC OC TIC CT^A GIG TTC AAC TIC GIG <XC AGC A3C AIC IOC Q3C A?C A2C OC 

182 186 256 

Leu Cys I#s Ser lie Ser Lys Thr lie Pro Ser Asn Lys Pro Lys Lys - C 
CIG HOC AAA AGC AJC AGC AAA AOCAIC CDS AGC AfiC AAA OOS AAA AW3 - 3' 
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pour la SEQ ID NO : 47 GL94B5C 



TYTE IE SEQUENCE : acidps anipes et nucleotides 
ION3CELR EE IA SEQCBCE : 55 acides amines, 165 nucleotides 
NMKE EE EKENS : sinple 
cagTGEFKTIEN : lineaire 

1YEE IE MXEEULE : proteine 



140 

N - Ser Thr Gin Ihr Asn Lys Pro Ser Thr lys Ser Arg Ser Iys Asn Pro Pro lys Lys Pro 
5'- AX AX CPG ACC MC AAA GOB AT PEC AAA ACX CGT AGC AAA APC 033 OQS AAA AAA OOG 
160 173 176 x 

Ii/s Asp Asp iyr His Hie Glu V&l Ehe Asa Ite Val Pro Ser Ser He Cys GLy Asn Asa Gin 
AAA GOT C5XT IPC CPC TIC <&A GIG TIC AfiC TIC GIG OX PGC AX ATC TGC G3C AfC A?C CK3 

182 186 194 

Leu Cys lys Ser He Ser Iys Ihr lie Pro Ser Asn U/s Pro - C 
CIG TO: AAA AX AIC AX AAA AX AIC <XG AAC AAA CCD - 3' 



Infr H ii Hti m pour la SEQ ID NO : 48 GL92B5C 



TYPE EE SEQUENCE : acidps auiufe et nucleotides 
TCN7HK EE IA SEQUENCE : 53 arrides amines, 159 nucleotides 
N3VERE EE EKENS : sinple 
C3SIF1GLFATB3N : lineaire 

TYPE EE MXEEULE : rroteine 
140 

N - Ser Thr Gin Thr Asn lys Pro Ser Ihr Lys Ser Arg Ser Lys Asn Pro Pro Lys Lys Pro 
5»- A3: AX CAS AX AfiC AAA COG AGC ADC AAA AX CGT AGC AAA AfiC GDG GQ3 AAA AAA COG 
160 173 176 

Ijys Asp Asp Tyr His Ite GLu V£l Ete Asn Ite Val Pro Ser Ser He Cys Gly Asn Asn Gin 
AAA CSXT OCT* IPC CPC TIC GAA GIG TIC AfiC TIC GIG OX AX AX AIC UX GX PPC PPC CAS 

182 . 186 192 

Leu Cys Lys Ser He Ser lys Thr He Pro Ser Asn - C 
CIG TX AAA AX AIC AX AAA AX AIC CXG AX AAC - 3' 
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Tnfri i i i Htrt cn pour la SEQ 3D NO : 49 ora fc? 



TYPE EE SEQUENCE : anifies aranes et rarQaotictes 
IOSGCER EE LA SEQUENCE : 51 arnrips arunes, 153 nixOeoticfes 
N^E HE BRINS : sdnple 
OCHFIECKKEDCN : lineaire 

T¥EE EE MXB3XE : proteine 
140 

N-SerTnrGlnThrAsnl^ProSerThrl^^ 

5'- AX AX? C2G PCC AAC AAA. COS AX AX AAA AC QGT AX AAA AAT CDG CDG AAA AAA <XG 

160 173 176 

Iys Asp Asp Tyr His Pbe Ghi V^l Fhe Asn Fne Pro Ser Ser He Cys Gly Asn Asn Gin 

aaa or m: ca: tic c^a gig tic aa: tic gig ax ax: at: aic tx ax aac aa: 

182 186 190 

Leu Cys Lys Ser He Ser Lys Tnr He Pro - C 
CIG TX AAA AX AIC PGC AAA AX AIC O0G - 3' 



. pour la FFQ ID NO : 50 G7B5C 

TYPE EE SEQCESCE : arifips airi n gs et njcleotidfes 

lO rf FTR EE IA SEQUENCE : 33 arides anines, 99 rajzleotid^s 

*CMBRE EE BRINS : sinple 

OCNFlQCRKnCN : lineaire 



TYPE EE MXEEULE : proteine 

158 173 i7 6 

N - Lys Pro Iys Asp Asp iyr His Ite Ghi Val Ite Asn Ite V^l Pro Ser Ser He Cys Gly 
5'- AAA 005 AAA <3£T CM* TZC CSC TIC (5\A GIG TIC AAC TIC GIG CEC AX AX AIC TX OX 

182 186 190 

Asn Asn GLn Leu Cys Lys Ser He Ser Jj/s Thr He Pro - C 
AAC APC CA3 CIG IX AAA AX AIC AX AAA AX AIC GOG - 3' 
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JhfiCQXBticn pour la SEQ 3D NO : 51 G2V 

TYPE EE SEQUENCE : anirips amines et nucleotide 

IOGUECR EE IA SEQUENCE : 101 acddes aminss, 303 njcleoticfes 

NMRE EE ERIbE : sinple 

OCNFTGraSTTCN : lineaire 



TMEE EE MXETULE : proteine 
130 

N - Gin Asn Arg lys He I#s Gly GLn Ser Thr Leu Pro Ala Thr Arg Lys Pro Pro lie Asn 
5'- CAA ABC AGA AAA ATC AAA G3T CAA TCA ACA OA CCA GCC J£A AQ\ AAA OCA CCA AIT AAT 
150 

Pro Ser GLy Ser He Pro Pro GLu Asn His Gin Asp 
CEA TCA G3^ POC ATC OCA CCA <3*A APC CAT CAA <5C 
171 173 176 182 

V^l Pro Cys Ser Thr Cys GLu Gly Asn Leu Ala cys 
GIT GCC 102 AGT ACA 1GT GAA G3T AAT CTT OCA TQC 
1S2 

Arg Ala Pro Ser Arg 70a Pro Thr lie Thr Leu Lys 
OCA CEA POC AGA GZA OCA ACA AIC C3C AAA 

213 

Lys Pro Thr lys Thr Thr lie His His Arg Thr Ser 
AAG OCA ACC PPG ACA ACA AIC CAT C£C T43^POC PGC 



Tfnu i HHr n pcur la SEQ 3D NO : 52 G2\£c 



THE EE SEQUENCE : anirips amines et nucleotides 
TTOB.R EE LA SEQUENCE : 101 arHf^== amines, 303 nucleotides 
NCMERE EE ERBB : simple 
CCNFTGtKKEECN : lineaire 



TYPE EE MXECULE : proteine 



His Asn Asn Ihe Gin Ihr tcti pro Tyr 
CAC AAC PPC TIC CAA PCA CIC O0C TKT 
186 

leu Ser leu Cys His He GLu Ihr GLu 
TBI TCA dC TGZ CTT ATT <3¥3 AOS 

Thr Pro Iys Pro Isys Ihr Ihr lys 
AAG ACA OCA AAA OCA AAA AX ACA AAA 
230 

Pro GLu Ihr lys Leu Gin - C 
OCA GAA AOC AAA CJG CAA - 3* 



N - 
5'- 



130 

GLn Asn Arg Lys He Lys GLy Gin Ser Ihr Leu Pro Ala Ihr Arg Lys Pro Pro He Asn 
CAA AAC ACA AAA ATC AAA GST CAA TCA ACA CIA OCA GCC ACA ACA AAA OCA OCA ATT AKT 
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150 

Pro Ser GLy Ser He Pro Pro Gin Asn His Gin Asp His Asn Asn Ehe Gin Thr T ffi Pro lyr 
CCA TCA AQC AdC OCA CCA. OA AAC COT CAA GAC C7C AfC AfC TIC CAA TCA dC rrr TOT 
171 173 176 182 186 

Mai Pro Ser Ser Ihr Cys Glu Gly Asn Leu Ala Cys Leu Ser t^i ser His He GLu Thr Glu 
GIT OCC MC AGT ACA TGT C3*A G3T AAT CTT <XA IOC TIA TCA CIC AQC COT ATT (3G MS GAA 
192 

Arg Ala Pro Ser Arg Ala Pro Ihr He Ihr Leu Iys Lys Ihr Pro Lys Pro Lys Thr Ihr lys 
GCA OCA AGT AGV OCA CCA ACA AOTJ ACC CIC AAA AEG TCA OCA AAA. OCA AAA M ACA AAA 
213 230 
Lys Pro Thr Lys Ihr Thr He His His Arg Ihr Ser Pro Glu Thr lys tcti Gin - C 
AAG OCA PCC AAG ACA ACA ATC COT CAC AGA AO? AGT <XA CffiA PCJ2 AAA CTG CAA - 3' 



J t i f t in i Hr ion pour la SBQ 3D NO : 53 (200V 

TYIE EE SEQUENCE : arifips amines et nucleotides 
ICK3UBLR EE LA SEQCQCE : 61 ariries amines, 183 mcleotides 
NCMEKE EE HONS : sinple 
GCNFTQCRKITCN : linen ire 



TYPE EE MXEDULE : pxoteine 
140 

N - Leu Pro Ala Ihr Arg lys Pro Pro He Asn Pro Ser GLy Ser He Pro Pro Glu Asn His 
5'- CIA CEA GX ACA AGl AAA OCA CEA AIT AKT CCA TCA GGA AGC AJC OCA OCA (3*A A?C COT 
160 173 176 

Gin Asp His Asn Asn Fbe Gin Thr Leu Pro Tyr "Vfel Pro Cys Ser Thr cys GLu Gly Asn Ip" 
CAA fflC CAC AAC AAC TTC CAA ACA CIC 00C TOT GIT CET HOC AGT ACA TGT GST AKT CTT 

182 186 200 

Ala Cys Leu Ser Leu Cys His He Glu Thr Glu Arg Ala Pro Ser Arg Ala Pro Thr He - C 
GCA TOT TTA TCA dC TGC COT A0T CTG AOS (3*A AC3V GCA CCA AGC! AGA OCA OCA ACA OTC - 3' 
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I nf i u i i Ht rirn pour la SEQ 2D NO : 54 GL98V 

TVPE EE SEQUENCE : art den amines et nucleotides 

LOCUEER EE IA SEQUENCE : 59 aciiies amines, 177 nucleotides 

M>ERE EE ERIN5 : sinple 

OCNF33QURKEECN : lineaire 



TYPE EE MXEEULE : proteine 
140 

N - Leu Pro Ala Thr Arg Iys Pro Pro He Asn Pro Ser GLy Ser He Pro Pro GLu Asn His 
5'- CIA GCA GCC A£A ASV AAA CCA CCA ATT AAT OCA TCA GCA A3C AIC CCA CCA C3*A A£C CAT 
160 173 176 

Gin Asp His Asn Asn Fhe Gin Ihr Leu Pro Tyr Val Pro cys Ser Thr cys GLu GLy Asn l &i 
CAA CSC CSC AfiC AfiC TIC CAA ACA CIC GCC TAT GIT CDC TGC A3T ACA TGT OA G3T AAT CUT 

182 186 198 

Ala cys Leu Ser Leu cys His He GLu Ihr GLu Arg Ala Pro Ser Arg Ala Pro - C 
OCA TQC TIA TCA CIC TGC CAT ATT C5G AGS CPA AGA OCA CCA AGC AGA OCA OCA - 3' 



l pour la SEQ ID NO ; 55 GL96V 

TOE EE SEQUENCE : ad dps amines et nucleotides 
ICN3UEER EE IA SEQUENCE : 57 anidps amines, 171 nucleotides 
NCMBRE EE HONS sinple 
(JLNtlULFKEICN : lineaixe 

TkTE EE MXB3XE : proteine 
140 

N - Leu Pro Ala Thr Arg Lys Pro Pro He Asn Pro Ser GLy Ser He Pro Pro GLu Asn His 
5'- CIA CXA GCC ACA AGA AAA CTA CEA AOT AAT GCA TCA Q3A AGC AIC CCA CCA GRA A?C CAT 
160 173 176 

Gin Asp His Asn Asn Ete GLn Ihr Leu Pro Tyr Val Pro Cys Ser Thr Cys GLu GLy Asn Leu 
CAA <3*C CAC ABC ABC TTC CAA ACA CIC OCC TAT GIT CCC TOC AGT ACA TGT GAA G3T AKT CIT 

182 186 196 

Ala Cys Leu Ser Leu cys His He GLu Thr GLu Arg Ala Pro Ser Arg - C 
GCA TGC TIA TCA CIC TGC CAT AIT G2G ACG GAA PGk GCA CEA AGC AQ\ - 3' 
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Tnfi iniHt icn pour la SEQ 3D NO : 56 G194V 

TVEE EE SEQUENCE : arririFS anines et rnjcleotides 
TfTTTTTR DE LA SEQUENCE : 55 arririps amines, 165 nucleotirtes 
N>ERE EE ERIMS : sinple 
GCKFTBURKnCN : lineaire 

TYPE EE MXHXLE : prcteine 



140 

N - Leu Red Ala Ihr Arg l#s Pro Red He Asn Pro Ser GLy Ser He Pro Pro GLu Asn kis 
5'- COA <XA QOC ACA AGA AAA OCA CCA OTT AKT OCA TCA GSV AG3 AdC OCA CTA OA A£C CAT 
160 173 176 

Gin Asp His Asn Asn Ite Gin Thr Leu Pro lyr Val Pro Cys Ser Ihr Cys GLu Giy Asn leu 
CAA <3C CAC ABC ABC TIC CAA ACA CIC OX TAT GIT <XC U32 ACT J£A T3T GAA OCT AKT CUT 

182 186 194 

Ala Cys Leu Ser Leu Cys His He GLu Thr GLu Arg Ala Pro - C 
GCA K3C TIA TCA CIC HOC CAT ATT ©G M3 (3*A AGA OCA CCA - 3 1 



. pour la SEQ 3D NO : 57 GL92V 

TVPE EE SEQUENCE : art rips j nines et nucleotides 
ICN3JELR IE LA SEQUENCE : 52 arrives amines, 156 
NM3RE EE HU1B : sinple 
U-Nt'iULFKTEK : lineaire 

TOEE EE MXEEULE : proteine 
140 

N - Leu Pro Ala Thr Arg Lys Pro Pro He Asn Pro Ser GLy Ser He Pro Pro GLu Asn His 
5'- CIA COV G3C ACA AAA CCA CCA ATT AKT OCA TCA GSl AGC ABC CCA CCA (3V\ PPC COT 
160 173 176 

Gin Asp His Asn Asn Ite Gin Ihr Leu Pro Tyr Val Pro Cys Ser Thr Cys GLu GLy Asn leu 
CAA GPC CAC ABC ABC TIC CAA ACA CIC CCC TAT GIT <XC IOC ACT TOV TGT QtfV G3T AKT CTT 

182 186 192 

Ala Cys Leu Ser Leu Cys His He GLu Ihr GLu Arg - C 
OCA 1QC TTA TCA CIC HOC COT OTT CffiG AGG <3\A - 3' 
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PCT7FR95/00444 



Ifr if ambit io n , pour la SEQ ID NO* : 58 OSV 



UN30&R EE IA SEQUENCE : 51 arifieq mores, 153 ni^eotides 
NCMERE EE BRINS : sinpLe 
CCNFTQCRKTECN : lineaire 



TYEE EE MXSCOLE : proteins 
140 

N - Leu Pro Ala Thr Arg I#s Pro Pro He Asn Pro Ser Gly Ser lie Pro Pro Glu Asn His 
5'- CUi CTA QOC ACA AGA AAA OCA CCA AIT AOT OCA TCA GGA AQ3 AIC CCA OCA (3*A ATC COT 
160 173 176 

Gin Asp His Asn Asn Ete Gin Thr Leu Pro Tyr Val Pro Cys Ser Thr Cys Glu GLy Asn Leu 
CAA (5C CAC AAC AAC TIC CAA ACA CIC CDC TOT GTT CEC TCC AGT MIA TGT <3^A GET AOT CTT 

182 186 190 

Ala cys Leu Ser Leu Cys His lie Glu Ihr - C 
OCA TQC TTA TCA CIC TEC CAT AIT GEG AX - 3' 



pour la SEQ 3D NO : 59 G7V 



TYEE EE SEQUENCE : ar^r^ anines et mrieatides 
ICN3CJELR EE LA SEQUENCE : 33 arrives anines, 99 nLcleotictes 
N>ERE EE BRINE : sinpLe 
OCNFIGCPATICN : lineaire 



TYPE EE MXH3XJE : proteine 

158 173 176 

N - Asn His Gin Asp His Asn Asn Fhe Gin Ihr Leu Pro Tyr Val Pro Cys Ser Thr Cys 
5 f - AAC CAT CAA ©C CPC AAC AAC TTC CAA ACA CIC CEC TAT GET CEC TQC AST ACA TGT 

182 186 190 

GLu Gly Asn leu Ala Cys Leu Ser cys His He Glu Thr - C 
CAA G3T AAT CTT GOV TOd TTA TCA CIC H3C COT ATT GPG /OS - 3' 
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Tnfrm i Hti cn pour la SEQ ID NO : 60 G200V6C 

TYEE IE SEQUENCE : arriiips aninss et raxleatijcfes 
UN33ELR EE IA SBJJEZCE : 61 acddes amines, 183 nudeoticfes 
NCMBRE EE EKINS : sdnpLe 
QCNFDQLRflLTDCN : lineaixe 

1YEE EE MXE3XE : proteine 
140 

N-l£uProAlaThrArgI^Pix>Pix>neAs^ 

5 '- OA OCA G3T ACA ACA AAA CCA OCA ATT AAT OCA TCA Q3A AGC ATC CCA CCA Q^A AAT CAT 
150 173 176 

C^A^msAsnAmRieGlnThrl^ProTyr^ 
^C^CACAACAACTICC^ACACTCOaCTAr 

152 186 2 oo 

ALa<^l£uSerlJ3jSerHisIle^ 

GCA TOT TIA TCA CIC AX! CAT ATT (3^5 ACG GAA ACA CCA CCA A3C /£A GCA OCA J£A AIC - 3' 

3 hfr» nat ion pour la SEQ ID NO : 61 GL98V6C 

TYIE EE SEQUENCE : aririps aTores et rxrdebtifes 

IOHEUR EE IA SEQUENCE : 59 ariLdes aniiBS, 177 nucleotides 

KMSE EE ERIN3 : sinple 

(JLNF1LLFATTCN : lineaire 



TYPE EE MXEEULE : proteine 



140 

N - Leu Pro Ala Hit Arg 1^ Pro Pro lie Asn Pro Sex GLy Sex He Pro Pro Glu Asn His 
5'- OA CCA GST ACA ACT. AAA CCA CCA ATT AAT CCA TCA G3\ AIC CCA OCA (3>A PPC CAT 
160 173 176 

Gin Asp His Asn Asn Ete Gin Thr Isu Pro iyr V^l Pro Sex Sex Thr Cys Gki GLy Asn Leu 
CAA GfiC (AC AAC AAC TTC CAA ACA CTC CCC TAT GIT O0C A3T AST ACA TGT CAA Q3T AAT GTT 

182 186 xss 

Ala Cys Leu Sex Leu Sex His lie GLu Thr Gin Arg Ala Pro Sex Arg Ala Pro - C 

OA T3Z TTA TCA CIC POC CAT AIT OG AOG A3V OA CCA A3C A3V OCA CCA - 3' 
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Jhfionmticti pour la SEQ ID NO : 62 G136V&2 

T509E EE SEQUENCE : arriries ariines et nucleotide 

TOTTFTR EE IA SEQUENCE : 57 acirles anrines, 171 nucleotides 

NMRE EE ERD^ : sinple 

OCNFTI3JIKEBCN : lineaire 



TOE EE MXEEULE : proteins 



140 

N - Lea Pro Ala Thr Arg Lys Pro Pro lie Asn Pro Ser Gly Ser He Pro Pro GLu Asn His 
5'- CIA GCA OJZ ACA ACA AAA CCA CEA AIT AAT OCA TCA Q3V A3C AIC CCA CEA CAA A?C CAT 
160 173 176 

C21n Asp His Asn Asn Ite Gin Thr Leu Pro Tyr Val Pro Ser Ser Ihr Cys Glu Gly Asn Leu 
CAA CAC CBC ABC ABC TIC CAA ACA CIC OCC TAT GIT CEC POC PGT ACA TGT CAA G3T AAT CTT 

182 186 196 

Ala Cys Leu Ser Leu Ser His He Glu Ihr Glu Arg Ala Pro Ser Arg - C 

OCA TJC3C TEA TEA CIC PC3C CAT ATT GPG AOS CAA ACA GCA CEA A3T ASA - 3 1 

J tafnniHtirn pour la SEQ ID NO : 63 GL5MV6C 

TYPE EE SECUENIE : arridps amines et nucleotides 

LCM3UEUR EE IA SEQUENCE : 55 arirfrs amines, 165 nucleotides 

NCMBRE EE ERIbB : sinple 

(X2SIF1I3LRAEECN : lineaire 



TVFE EE MXHC3XE : proteins 
140 

N - Leu Pro Ala Ihr Arg lys Pro Pro He Asn Pro Ser Gly Ser He Pro Pro Glu Asn His 
5'- CIA CCA GT ACA ACA AAA CCA OCA ATT AAT CCA TCA G3± ACC AIC OCA CEA (AA. A?C CAT 
160 173 176 

Gin Asp His Asn Asn the Gin Ihr leu Pro Tyr Mai Pro Ser Ser Ihr Cys Glu Gly Asn Leu 
CAA CSC (AC ABC ABC TIC CAA ACA CIC CEC TAT GIT OCT! PG2 PGT TCA 1GT CAA G3T AAT CTT 

182 186 194 

Ala Cys leu Ser Leu Ser His He Glu Tnr Glu Arg Ala Pro - C 

GCA TOE TIA TEA CIC PGC CAT ATT G3G ACG CAA ACA GCA CCA - 3' 
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pour la SEQ ID NO : 64 G152V6C 

OVFE EE SECJECE : acides amines et mzleoticfes 
EE IA SEQCJENCE : 52 acides arares, 156 
NMRE EE BRINS : sdnple 
QCNnGORKTIEN : linaaire 

TYPE EE MXEEULE : proteins 
140 

N-^^^^Argl^ProSroIleAsnPro 

182 186 132 

Ala Cys Leu Ser Leu Ser His lie Glu Thr Glu Arg - C 



J hfTnmmM cn pour la SEQ ID NO : 65 G6V6C 

EE IA SEQCENCE : 51 acides amines, 153 nucleotides 
NCTEKE EE HUNS : sdnple 
uxttiuJ&IlCN : linsaire 

7YEE EE MXEEULE : proteins 
140 

N-l^PcoALalhrArgl^EroPrDlleAsnProSe^ 

5' - CIA CEA OCC PCH AIA AAA. CCA OCA ATT AKT OCA TEA GGA A3C AIC CEA OCA CAA A?C CAT 
160 173 176 

GlnAspHisAsnAsnlteGlnTlirl^PrDlVrV^Pro 

CMfflCOCAfiCAfiCTICCM 7KA-CIC aXlOTGn'OXM^^^lGTC^CCTAKrcIT 

182 186 190 

Ala cys Leu Ser Leu Ser His lie Glu Thr - C 

OCA TOT TIA TEA CIC POC CAT ATT (2G A33 - 3' 
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pour la SEQ ID NO : 66 GAtfC 



TYFE EE SEQUENCE : aerifies amines et mmlmt ifies 
LQO.H.R EE IA SEQUENCE : 33 aciries arnines, 99 nucleotides 
NCMBRE EE ERIN5 : ample 
CCNnSQURKEKN : lineaire 



TYPE EE MXEEULE : proteine 

158 173 176 

N - Asn His Gin Asp His Asn Asa Ete Gin Thr Leu Pro Tyr Val Pro Ser Sear Thr cys 
5'- PPC CAT CPA GPC CAT AfiC AEC TIC CAA ACA CIC CEE TOT GIT COC MC AST 7£A 1GT 

182 186 190 

GLu GLy Asa Leu Ala Cys leu Ser Leu Ser His He GLu Thr - C 
C»A Q3T AKT CTT OCA TGC TTA TCA CIC A3C CAT ATT ®G AGS - 3* 



Jnfi liiiHt djon pour la SEQ 3D NO : 67 GSV 

TYEE EE SEQUENCE : arifips amines et nucleotides 
ICN3GBUR EE IA SEQUENCE : 17 arriries amines, 51 nucleotides 
lOERE EE ERINS : sinple 
CCNFTGCPArrCN : lineaire 

TYPE EE KXECULE : pgntirV* 



N - 
5'- 



171 173 176 182 186 187 

Val Pro Cys Ser Thr Cys GLu GLy Asn Leu Ala Cys Leu Ser Leu Cys His - 
GIT CTC 1X32 ACT ACA TGT GfiA G3T AAT CTT OCA TQC HA TCA CIC TQC CAT - 



C 
3' 
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TYifrniiwH ai pour la SEQ ID NO : 68 GIV6C 

TtfEE EE SBQUENCE : arnrips amines et nucleotides 
TfTTITFTR EE IA SEQUENCE! : 17 art dps amines, 51 nucleotifes 
NOTOEI EE HONS : sinple 
(XNFTQLROTKN : linaaire 

TYPE EE MXE33XE : rqptririe 

171 173 176 182 186 187 

N - \fel Pro Ser Ser Thr Cys GLu GLy Asn Leu Ala cys Lea Ser Leu Ser His - c 
5'- GIT CTE PQC PGT 7£A TCT ©A G3T ART CTT G2A TOC TTA TCA CIC COT - 3' 



Hi ft iniHtrim pour la SEQ ID NO : 69 



Q4'V 



TYPE EE SEQUENCE : arHHpg amines 
IENXELR EE IA SBJEECE : 17 aHHpc amines 
NOERE EE ETCEKE : sinple 
CCNraXRKEECN : linaaire 

TYPE EE KXHXtLE : pppHrip 

171 173 176 182 186 187 

N - Val Pro Asp Ser Thr Asp GLu GLy Asn leu Ala Qm leu Ser leu Qm His - C 



I nPi.TT i iHtd jcn pour la SEQ ID NO : 70 



TYEE EE SEQUENCE : aciries amines 
I£N3JELR EE IA SEQUENCE : 17 arifips diiiiiSs 
NOEKE EE ERBS : sinple 
: linaaire 



TYPE EE MXE33LE : pppHdP 
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171 173 176 182 186 187 

N - Val Pro Ser Ser Thr Asp Glu GLy Aai Leu Ala Qm t^i ser T«=m Ser His - C 



J nfi miHtim pour la SEQ ID NO : 71 GLV 

TYEE EE SEQUENCE : artfips anines et raxieatides 
LCN3UEUR EE IA SEQUENCE : 14 amines, 42 nxleotides 

NMRE EE BRDe : siitpLe 
OCNETjQLRBITCN : lineaire 

TWEE EE MXECULE : ppphifV* 

174 176 182 186 187 

N - Ser Thr Cys CJLu GOLy Asn Leu Ala Cys Lea Ser leu Cys His - C 
5'- PGT 7£A 1GT (3*A Q3T AKT CTT OCA TGC TIA TCA CIC TOC COT - 3' 



Jiifanmaticri pour la SEQ ID NO : 72 Gtv6C 

TYPE EE SEQUENCE : artrips amines et nucleotides 
lOSGUEER EE IA SEQUENCE : 14 arnrfag amines 
N>H<£ EE ERIMS : sinple 
OCNEEGLRKEKN : linsaire 

1YFE EE MXECULE : peptide 

174 176 182 186 187 

N - Ser Thr Cys GQLu GLy Asn leu Ala Cys Leu Ser Leu Ser His - C 
5 1 - PGT PCA 1GT G3T AKT CTT OCA T3C TEA TCA CIC A3C COT - 3' 
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i pour la SEQ 3D NO : 73 



TYHE EE SEQUENCE : aerifies amines 
KNI.H.R EE LA SEQUENCE ; 14 a^'r^Q amines 
M>ERE LB BRBG : sinple 
CTNKEXRKnjCN : lineaire 

TVFE EE MXEEULE : peptide 

174 176 182 186 187 

N - Ser Thr Asp Glu Gly Asn leu Ala Qm Leu Ser Leu Ser His 



l pour la SEQ 3D NO : 74 EB 

THE EE SEQUENCE : arHHog arunes et nucleotides 

IEK3JEUR EE LA SEQUENCE : 213 arirlpB aninas, 657 HLxiLaoticfes 

HMRE EE : sinple 

UJSfrltjURflraCN : lineaire 



TYPE EE MXHXEE : prctedne 



BB = N - lys iyr C31y Val Ser Asp iyr iyr lys Asn Leu lie Asn Asn Ala Lys 
5'- AAA TOT OCA GIA PGT <3C TKT TPC AAG AKT CmfflCtfC AAT GX AAA 



17 

Thr Val GLu Gly \&1 lys Asp Leu Gin Ala Gin Val Val Glu Ser Ala Lys Lys 
ACT GIT C3*A 03C G3A AAA CTC CTT CAA OCA CAA GIT GIT QW ICA G33 APG AAA 

35 

Ala Arg He Ser Glu Ala Thr Asp Gly Leu Ser Asp Ite Leu Lys Ser Gin Ihr 
GCG CGT OTT TCA CTA GCA AC3V Off GQC TTA TCT <3£T TIC TIG AAA TCA CAA /Ol 



53 

Pro Ala Glu Asp Ihr Val Lys Ser lie 
GCT OCT C3*A GOT ACT GIT AAA TCA AIT 



GLu 
(3*A 



Leu Ala Glu Ala lys Val Lbh Ala 
TTA CTT GAA OCT AAA GIC TIA GCT 
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71 

Asn Arg GLu Leu Asp lys Tyr GLy Val Ser Asp Tyr His Iys Asn Leu He Asn 

aas aga gaa err ®c aaa tot gga gia ast gc tot oc ahs aac cm atc a&: 

89 

Asa Ala lys Hit Val GLu GLy Val Ij/s Asp Leu Gin Ala Gin Val Val GLu Ser 
AOT QCC AAA ACT GIT QtfV GST GIA AAA CSC CIT CAA OCA CPA GIT GIT GRA, TGV 

107 

Ala Lys lys Ala Arg lie Ser GLu Ala Thr Asp GLy leu Ser Asp Fhe leu Iys 
GCG AEG AAA G33 CGT ATT TCA CTA OCA JtA GOT G32 TIA 1CT CSO 1 TIC TIG AAA 

125 

Ser Gin Thr Pro Ala GLu Asp Thr Val Lys Ser He GLu leu Ala GLu Ala Lys 
TC3V CPA ACA OCT O^T (3*A GOT ACT GIT AAA TCA ATT GAA TIA OCT CTA GOT AAA 

143 

Val leu Ala Asn Arg GLu Leu Asp Lys Tyr GLy Val Ser Asp Tyr Tyr Ij/s Asn 
GIC Tm OCT AAC PCA (2A CIT GC AAA TOT G3A GIA AGT GPC TOT TPC AA3 AWD 

161 

Leu He Asn Asn Ala Lys Thr Val GLu GLy VaL Iys Ala t^i He Asp GLu He 
CIA AIC AAC AAT GCC AAA PCT GIT OA GST GIA AAA. OA CIG Am GAA ATT 

179 

leu Ala Ala leu Pro Lys Thr Asp Thr Tyr Lys Leu He Leu Asn GLy liys Thr 
Tm OCT OCA Tm OCT AEG ACT GBC ACT T?C AAA "TEA AIC CIT AOT G3T AAA Am 

197 

Leu Lys GLy GLu Thr Thr Thr GLu Ala Val Asp Ala Ala Thr Ala Arg Ser Ete 
TIG AAA <33C <3>A PCA ACT PCT GAA GCT GIT GOT OCT OCT PCX OCA K5A TCT TIC 

215 219 
Asn Fhe Pro He leu - C 
AOT TIC OCT AIC CTC - 3' 



Infcoxaticn pour la SEQ ID NO : 75 &3B - fragxaxt da E8 



TYPE EE SEQUENCE : acidps amines et nucleotides 

TfTXTTFTR EE LA SEQUENCE : 108 arn rips amines, 324 nucaectictes 

NMRE EE ERINS : sinple 

aMTQURKTKN : lineaire 



TXFE EE MXECGLE : proteine 
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1 

to = N-I^TyrCay\^Se^AcpT^ 
17 

^^cnnGLy^l^AspI^GOnAla 

XT GIT G3T GIA AAA ©C C1T CAA OCA CM GIT GIT <3*A TCA GOG AM3 AAA 
35 

^ArgOlfiSerGluALiThrAEpGayl^Se^ 

Q33 OGT AdT TCA GAA OCA ACA <3ff TTA TCT GAT TIC TIG AAA TCA CAA ACA 
53 

^AlaGaiiAspThr^I^Seorne^ 

CUT OCT (3*A GAT ACT GIT AAA TCA. ATT <3W TIA GOT G?\A OCT AAA GIC TIA OCT 

71 

AsnAi^GluI^A^I^lVrGLyV^SerAspTyrlVrl^ 

AAC AGA C3iA CTT <3C AAA TAT GGA GIA AGT (5C TAT TA2 AAG A?C CIA AIC A?£! 

89 

AsnAlaI^Thr^Gaii(ay^I^AlaI^IleA£pG^ 

AAT OX AAA ACT GIT GRA GGT GIA AAA GCA dG A3A GKT <5*A AIT TTA GCT QCA 

107 108 

Leu Pro - C 

TIA GCT - 3* 
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REVENDICATIONS 



1. Polypeptide utilisable comme element d'immunogene, 
caracterise en ce qu'il est porte par la sequence peptidique comprise entre 
5 les residus d'acides amines 130 et 230 de la sequence de la proteine G du 
virus respiratoire syncytial humain du sous-groupe A et du sous-groupe B ( 
ou du virus respiratoire. syncytial bovin, ou par une sequence presentant 
au moins 80% d'homologie avec ladite sequence peptidique. 

Z Polypeptide selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il 
10 comporte la sequence peptidique comprise entre les residus aminoacides 
numerotes 174 et 187 de la proteine G du VRS ou une sequence presentant 
au moins 80% d'homologie avec la sequence correspondante. 

3. Polypeptide selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterise 
en ce qu'il comporte une sequence dans laquelle : 

15 a) 1'acide amine Cys en positions 173 et/ou 186 a ete remplac'e par un 
aminoacide ne formant pas de pont disulfure en partiaulier la 
serine, et/ou 

b) les acides amines en positions 176 et 182 sont susceptibles de former 
un pont covalent autre qu'un pont disulfure notamment l'acide 
20 aspartique et l'ornithine. 

4. Polypeptide selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce 
qu'il consiste en une sequence peptidique comprise entre les residus 
aminoacides numerotes 140 et 200 de la sequence de la proteine G du VRS 
ou en une sequence presentant au moins 80% d'homologie avec ladite 

25 sequence peptidique. 

5. Polypeptide selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce 
qu'il consiste en une sequence peptidique comprise entre les residus 
aminoacides numerotes 158 et 190 de la sequence de la proteine G du virus 
VRS ou en une sequence presentant au moins 80% d'homologie avec ladite 

30 sequence peptidique. 
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6. Polypeptide selon l'une des revendications 1 a 3, caracterise 
en ce qu'il consiste en la sequence peptidique comprise entre les residus 
aminoacides numerates 130 et 230 de la sequence de la proteine G du VRS 
humain, sous-groupe A et sous-groupe B ou du VRS bovin, ou en une 

5 sequence presentant au moins 80% d'homologie avec ladite sequence 
peptidique. 

7. Polypeptide selon l'une des revendications 1 a 3, caracterise 
en ce qu'il presente l'une des sequences suivantes : 

Seq id n" 5 : 

10 Se *" He Cys Ser Asn Asn Pro Thr Cys Trp Ala He Cys Lys. 

Seq id n° 6 : 

Ser lie Cys Gly Asn Asn Gin Leu Cys Lys Ser He Cys Lys. 
Seq id n° 7 : 

Ser He Cys Ser Asn Asn Pro Thr Cys Trp Ala He Ser Lys. 
15 Seq id n" 8 : 

Ser He Cys Gly Asn Asn Gin Leu Cys Lys Ser He Ser Lys. 
Seq id n" 9 : 

Ser He Asp Ser Asn Asn Pro Thr Orn Trp Ala He Cys Lys. 
Seq id n° 10 : 

20 Ser He Asp Gly Asn Asn Gin Leu Orn Lys Ser He Cys Lys. 

Seq id n° 11 : 

Ser He Asp Ser Asn Asn Pro Thr Orn Trp Ala He Ser Lys. 
Seq id n" 12 : 

Ser He Asp Gly Asn ASn Gin Leu Orn Lys Ser He Ser Lys. 

. 25 

8. Polypeptide selon l'une des revendications 1 a 3, caracterise en ce 
qu'il presente l'une des sequences ID n" 14 a 73. 

9. Polypeptide selon l'une des revendications 1 a 8, caracterise 
en ce qu'il comporte en outre au moins un residu cysteine en position N- 

30 terminale ou C- terminale. 

10. Agent immunogene, caracterise en ce qu'il comporte un 
polypeptide selon l'une des revendications 1 a 9 couple a une proteine 
porteuse. 

11. Agent immunogene selon la revendication 10, caracteYisee 
35 en ce que la proline porteuse est une proteine adjuvante d'immunite. 
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12. Agent immunogene selon Tune des revendications 10 et 11, 
caracterise en ce que la proteine porteuse est une proteine OmpA. 

13. Agent selon Tune des revendications 10 a 12, caracterise en 
ce que le polypeptide est sous forme d'un conjugue soluble avec une 

5 proteine de la membrane externe d'une bacterie du genre Klebsiella. 

14. Agent selon Tune des revendications 11 k 13, caracterise en 
ce que la proteine adjuvante d'immunite est la proteine p40 de Klebsiella 
pneumoniae ou une proteine presentant 80% d'homologie avec la proteine 
p40. 

10 15. Agent selon Tune des revendications 10 k 14, caracterise en 

ce que le polypeptide est conjugue k la proteine porteuse par une proteine 
de liaison. 

16. Agent selon la revendication 15, caracterise en ce que la 
proteine de liaison est le recepteur de la serumalbumine humaine. 
15 17. Agent selon Tune des revendications 10 a 16, caracterisee en 

ce que ledit polypeptide est couple a une proteine comportant la sequence 
id n° 13. 

18. Agent selon Tune des revendications 10 k 17, caracterise en 
ce que le couplage est un couplage covalent. 
20 19. Agent selon Tune des revendications 10 a 18, caracterise en 

ce qu'il est obtenu par voie biologique. 

20. Composition utile pour la prevention et/ou le traitement des 
affections provoquees par le VRS humain, sous-groupe A et/ou sous- 
groupe B, ou le VRS bovin caracterisee en ce qu'elle contient un 

25 polypeptide selon Tune des revendications 1 a 9 ou un agent selon Tune 
des revendications 10 a 19. 

21. Composition selon la revendication 20, caracterisee en ce 
qu'elle contient en outre des excipients pharmaceutiquement acceptables 
adaptes a 1 'administration par voie injectable. 

30 2Z Composition selon Tune des revendications 20 ou 21, 

caracterisee en ce qu'elle comporte un adjuvant d'immunite non 
specifique. 



10 
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23. Sequence nucleotidique, caracterisee en ce qu'elle code pour 
un polypeptide selon l'une des revendications 1 a 9. 

24. Sequence nucleotidique, caracterisee en ce qu'elle code pour 
une proteine comportant la sequence id n° 13. 

5 25. Precede de preparation d'un peptide conjugue entrant dans 

une composition selon l'une des revendications 20 ou 21, caractens<§ en ce 
que : 

a) on precipite les lipopolysaccharides de membranes de bacteries du 
genre Klebsiella, en presence d'un sel de cation divalent et de 
detergents, pour recuperer les proteines membranaires totales dans 
le surnageant, 

b) on soumet les prolines a une chromatographic par echange 
d'anions pour separer la fraction contenant la proteine adjuvante 
d'immunite^ 

15 c) on concentre la fraction contenant la proline adjuvante 
d'immunite, 

d) on conjugue la proteine adjuvante d'immunite avec un polypeptide 
selon l'une des revendications 1 a 9 pour former un conjuguS 
soluble. 

20 26. Proced<§ selon la revendication 25, caracteYise en ce que 

l'etape d) est effectuee en presence de glutaraldehyde a des concentrations 
inferieures ou egales a 0,05% et durant une p^riode superieure ou egale a 5 
jours. 

27. Utilisation d'une proteine presentant la sequence id n° 13 ou 
une sequence presentant au moins 80% d'homologie, pour am^liorer 
l'immunogenicite d'un antigene. 



25 
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